esp@cenet - Document Bibliography and Abstract 



Page 1 of 1 



Use of a DNA sequence coding for a protein capable of degrading 
oxalic acid as selection gene 



Patent Number: / r US61 87571 



Document # 12. 



Publication date: 2001 -02-1 3 
Inventor(s): 



GREZES-BESSET BRUNO (FR); GRISON REN EACUTE (FR); PIGNARD ANNIE 
(FR); SCHNEIDER MICHEL (FR) 

BIOGEMMA (US) 



r/W094 13790 




Applicant(s): 

Requested 
Patent: 

Application 
Number: 

Priority Number 

(s): 

IPC 

Classification: C12N15/09; C12N15/29; C12N5/10 

EC Classification: C12N9/02B . C12N9/24 . C12N15/82A8 

Equivalents: AU5653294, CA2151146, DE69332148D, T EP0672124 (WQ94 13790). M 



US1 9950448398 19951024 



FR19920014721 19921207; WO1993FR01 203 19931207 



Abstract 



The invention relates to the novel use of a sequence coding for a protein capable of degrading oxalic 
acid to select plant cells which have integrated a gene of interest, and a novel process for selecting, on 
oxalic acid, cells, calluses or plants transformed by this recombinant DNA 



Data supplied from the esp@cenet database - 12 



s 



http://12.espacenet.com/espacenet/abstract?CY=ep&LG=en&PNP=US61 87571 &PN=W0941 3790&CURJ... 1 0/2/2002 



PCT 



ORGANISATION MONDIALE DE LA PROPRIETY INTELLECTUELLE 

Bureau international 




DEMANDE INTERNATIONALE PUBLIEE EN VERTU D U TRATTE DE CCX)PERATION EN MA HERE DE BREVETS (PCT) 
(51) Classification Internationale des brevets 5 : 

C12N 9/02, 9/24, 15/53, 15/56, 15/82 // Al 
5/10, A01H 5/00, A01N 63/00 



(11) Numero de publication Internationale: WO 94/13790 
(43) Date de publication Internationale: . 23 juin 1994 (23.06.94) 



(21) Nomero de la demande internationaJe: PCT/FR93/01203 

(22) Date de depot international: 7 decembre 1993 (07.12.93) 



(81) Etats designes: AU, CA, JP, N2, US, brevet europeen (AT, 
BE, CH, DE, DK, ES, FR, GB, GR, IE, IT, LU, MC, NL, 
PT,SE). 



(30) Donnees relatives a la priority: 

92/14721 7 d6cembre 1992 (07.12.92) 



Publiee 

FR | Avec rapport de recherche Internationale. 



(71) Deposants (pour ious les Etats cUsignis saufUS): ELF SANOH 

[FR/FR]; 32-34, rue Marbeuf, F-75008 Paris (FR). SOQ- 
ETE NATIONALE ELF AQUITAINE [FR/FR]; Tour Elf, 
2, place de la Coupole, La Defense 6, F-92400 Courbevoie 
(FR). 

(72) Inventeurs; et 

(75) Inventeurs/Deposants (US settlement): PIGNARD, Annie 
[FR/FR]; 3, rue du Canigou, F-31120 Roquettes (FR). 
GREZES-BESSET, Bruno [FR/FR]; 3, allee du Barcares, 
F-31770 Colomiers (FR). GRISON, Rent [FR/FR]; 13, 
rue de Naurouze, F-31750 Escalquens (FR). SCHNEIDER, 
Michel [CH/FRJ; 26, rue Montardy, F-31000 Toulouse 
(FR). 

(74) Mandataires: GILLARD, Marie-Louise etc.; Cabinet Beau de 
Lomenie, 158, rue de I'Universite, F-75340 Paris C6dex 07 
(FR). 



(54) Title: USE OF A DNA SEQUENCE CODING FOR AN OXALIC ACID DEGRADING PROTEIN AS A SELECTION GENE 

(54>Thre: 2S?Sr ^ ^ PROTHNE SUSC ^ nBLE DE ™™>™ L'ACIDE 

(57) Abstract 

«nH » tlT 1 TJ f S Se ? UenCC eMag f° r M oxalic ^ending protein in order to select plant cells incorporating a gene of interest, 
and a novel method for selecting, on oxalic acid, cells, caili or plants transformed by the recombinant DNA 

(57) Abrege 

L'invemion concerne la nouveUe utilisation d'une sequence codant pour une proline susceptible de degrader l'acide oxalioue oour 

fT'r^ ? UUJCS V ^ tabl !! ayant ^ ™ " ™ nouveau pn£de pour selLonner suSe Sc^K 

des cals ou des plantes transformecs par cet ADN recombinant. M ^ 



UNIQUEMENT A TJTRE D 'INFORMA TION 



Codes utilises pour identifier les Etats parties au PCT, sur les pages de couverture des brochures publiant 
des demandes Internationales en vertu du PCT. 



AT 


Autricbe 


GB 


AU 


AustnUe 


GE 


BB 


Baxbade 


GN 


BE 


BeLgjque 


GR 


BF 


Burkina Fuo 


HI) 
IE 


BG 


Bulgaria 


BJ 


Benin 


rr 


BR 


Btm 


JP 


BY 


Belana 


KE 


CA 


Canada 


KG 


CF 


R£publique cexxtrafneaine 


KP 


CG 


Congo 




CH 


Suisse 


KR 


a 


Cote d'lvotre 


KZ 


CM 


Canerooo 


U 


CN 


Chine 


LK 


CS 


Tcaecoslovaquie 


LU 


CZ 


Repubtique tcafcque 


LV 


DE 


Allemagne 


MC 


DK 


Dazwnatk 


MD 


ES 


Etpagne 


MG 


n 


finlande 


ML 


FR 


Prance 


MN 


GA 


Gaboo 





Royaume-Uni 



Guinee 
Grose 
Hoogrie 
Irtande 
Italic 
Japoo 
Kenya 
KirgniaBaa 
Republique populaizc 
de Coree 

Republique de Corte 
Kazakhstan 

Sri Lanka 
Luxecobouxg 
Lettonie 
Monaco 

Republique de Moldova 

Madagaacaj 

Man 

Mongolie 



MR 


Mauri tanie 


MW 


Malawi 


NE 


Nlgtr 


NL 


Paya-Baa 


NO 


Norvege 


NZ 


Nouveilo-ZeUndc 


PL 


Pologne 


PT 


PomigaJ 


RO 


Roumanle 


RU 


Federation de Ruasie 


SD 


Soudan 


SE 


Suede 


SI 


Slovfnk 


SK 


Slovaqtrie 


SN 


Senegal 


TD 


Tchad 


TG 


Togo 


TJ 


Tadjikistan 


TT 


Trinite-et-Tobago 


UA 


Ukraine 


US 


Etats-Uuis d' Amertqu 


uz 




VN 


Viet Nam 



WO 94/13790 



1 



PCT/FR93/01203 



Utilisation d'une seque nce d'ADN codant pour une proline suscentihiP Hp 
deorader I' acide oxalique a titre de aene de selection 

L'invention conceme une nouvelle utilisation d'une sequence d'ADN codant pour 
une proteine susceptible de degrader I'acide oxalique pour selectionner des cellules 
vegetales, en particulier des cellules vegetales ayant integre un gene d'interet et un 
nouveau precede pour selectionner sur acide oxalique des cellules, des caJs ou des 
plantes transformes. 



Depuis I'avenement des premieres plantes transgeniques en 1983, le nombre 
de celles-ci a connu une croissance acceleree. Les vecteurs de transformation qui 
ont ete developpes a cette epoque et qui sont toujours utilises, tels que par exemple 
le vecteur pBIN19 (M. Bevan. 1984, Nucl. Ac. Res., 12, 8711-8721) font intervenir, 
comme gene de selection des cellules vegetales transformees, un gene de 
resistance a un antibiotique, la kanamycine. L'usage de ce mode de selection 
generaJement facile a mettre en oeuvre, bon marche et applicable a de nombreuses 
especes vegetales, s'est tres largement repandu dans les laboratoires de 
recherche. 



20 



25 
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Depuis que les premiers essais aux champs, done hors confinement, 
de plantes transgeniques ont eu lieu en 1986, I'usage d'un gene de resistance a un 
antibiotique comme gene de selection a fait I'objet de nombreuses critiques (cf. 
notamment F. Casse-Delbart et M. Tepfer, 1990. Biofutur, juin, 56-59 ainsi que J. 
Bryant et S. Leather, 1992, Tibtech, 10, 274-275). Le risque d'une transmission du 
gene de resistance de la plante transgenique a une bacterie du sol et, par la suite, a 
une bacterie potentiellement pathogene pour I'homme, bien qu'etant a priori tres 
faible et encore jamais mis en evidence, n'est pas a negliger (JAHeinemann, 1991 
TIG, 7, 181-185). 

De nombreux substituts au gene de resistance a la kanamycine ont 
ete proposes (M.Ratner, 1989, Bio-Technology, 7, 337-341) mais la plupart font 
intervenir, soit une resistance a un autre antibiotique (telle que par exemple la 
gentamycine, la streptomycine. le methotrexate ou I'hygromycine), soit une 
resistance a un herbicide (tels que par exemple le bromoxynil ou la 
phosphoinothricine), ce qui souleve des objections semblables. Une autre approche 
proposes a ete I'elimination apres usage du gene de resistance grace a un systeme 
de recombinaison homologue (EC.DaJe et D.W.Ow, 1991, Proc. Natl. Acad. Sci. 
USA, 88, 10558-10562). Ce systeme, appele systeme cre/lox, presente toutefois le 
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desavantage de necessiter une transformation ulterieure des plantes transgeniques 
pour y introduce le gene ere responsable de la recombinaison, suivie d'une 
autofecondation des plantes afin de pouvoir faire segreger dans les descendances 
ce gene ere du gene d'int6ret. II n'est done pas simple a utiliser. De plus, ce 
5 systeme laisse present dans les plantes transgeniques une copie des sequences 
lox, lesquelles ne presentent aucun interet agronomique. 

L'invention propose, comme gene de selection des plantes transgeniques, un 
gene codant pour une proline susceptible de degrader I'acide oxalique, phytotoxine 
10 produite par de nombreuses especes de champignons. Ce gene de selection qui 
reste dans les plantes transgeniques presente un interet agronomique car il a un 
effet phytoprotecteur vis-a-vis de ces champignons. 

L'invention conceme done ('utilisation d'une sequence d'ADN codant pour 
15 une proteine susceptible de degrader I'acide oxalique a titre de gene de selection de 
cellules vegetates. 

La proteine susceptible de degrader I'acide oxalique peut etre une enzyme a 
activity decarboxylase, telle que notamment I'oxalate decarboxylase d' Aspergillus 
20 ou de Collvbfa velutipes ou de preference une enzyme k activlte oxydase, telle que 
par exemple I'oxalate oxydase d'onge (commercialism par Boehringer, ref. 567 698), 
de sorgho (Chandra S. Pundier, 1991, Phytochemistry, 30, 4, p. 1065) ou de 
mousse \Mnium menzlesii (M.F. Laker et al, 1980, Clinical Chemistry, 26, 7, 827)]. 

25 Une proteine a activite oxalate oxydase particulierement appreciee est la 

proteine de sequence [SEQ ID N*1] : 

Met Gly Tyr Ser Lys Thr Leu Val Ala Gly Leu Phe Ala Met Leu Leu 
1 5 10 15 

30 Leu Ala Pro Ala Val Leu Ala Thr Asp Pro Asp . Pro Leu Gin Asp Phe 

20 25 30 

Cys Val Ala Asp Leu Asp Gly Lys Ala Val Ser Val Asn Gly His Thr 

35 1*0 i»5 

Cys Lys Pro Met Ser Glu Ala Gly Asp Asp Phe Leu Phe Ser Ser Lys 

35 50 55 60 

Leu Ala Lys Ala Gly Asn Thr Ser Thr Pro Asn Gly Ser Ala Val Thr 
65 70 75 so 
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Glu Leu Asp Val Ala Glu Trp Pro Gly Thr Asn Thr Leu Gly Val Ser 

85 90 95 

Met Asn Arg Val Asp Phe Ala Pro Gly Gly Thr Asn Pro Pro His lie 

100 105 HO 

5 His Pro Arg Ala Thr Glu He Gly He Val Met Lys Gly Glu Leu Leu 

115 120 125 

Val Gly He Leu Gly Ser Leu Asp Ser Gly Asn Lys Leu Tyr Ser Arg 

!30 135 mo 

Val Val Arg Ala Gly Glu Thr Phe Leu He Pro Arg Gly Leu Met His 
10 1*5 150 155 160 

Phe Gin Phe Asn Val Gly Lys Thr Glu Ala Ser Met Val Val Ser Phe 

165 170 175 

Asn Ser Gin Asn Pro Gly He Val Phe Val Pro Leu Thr Leu Phe Gly 

180 185 190 

15 Ser Asn Pro Pro He Pro Thr Pro Val Leu Thr Lys Ala Leu Arg Val 

195 200 205 

Glu Ala Arg Val Val Glu Leu Leu Lys Ser Lys Phe Ala Ala Gly Phe 
210 215 220 

20 ou de sequence presentant un degre d'homologie eleve avec la sequence 
[SEQ ID N1J. 

La sequence [SEQ ID N*1] est celle de la genuine de ble, proteine induite 
pendant la germination du ble, dont la sequence a ete decrite par E. Dratewka-Kos, 
25 1989, J. Biol. Chem, 264, 4896-4900 et B.G. Lane, 1991, J. Biol. Chem., 266, 
10461-10469. 

Un degre d'homologie eleve signifie ici une homologie (rapport entre les 
acides amines identiques et le nombre total d'acides amines) d'au moins 80 % des 
30 sequences d'acides amines, lorsqu'elles sont alignees d'apres I'homologie 
maximale, selon la methode d'alignement optimal des sequences de Needleman et 
Wunsch, 1970, J. Mol. Biol, 48, 443-453. Cette methode est notamment utilisee 
dans le logiciel UWGCG de I'Universite du Wisconsin : Devereux et al., 1984, Nucl. 
Ac. Res., 1 2, 387-395 - option GAP. 



35 



Un exemple de proteine presentant un degre d'homologie eleve avec la se- 
quence [SEQ ID N # 1] est celle de I'oxalate oxydase d'orge dont la sequence est 
decrite dans la demande de brevet WO 92/14824 (cette sequence presente une 
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homologie de 96% avec la sequence [SEQ ID N # 1]), ou celle d'autres oxalate 
oxydases de cereales proches du ble. 

Compte tenu de ia degenerescence du code genetique il existe un grand 
5 nombre de sequences nucleotidiques codant pour I'oxalate oxydase de sequence 
[SEQ ID N # 1]. Parmi celles-ci on apprecie particulierement la sequence [SEQ ID 
NT2] 

ATGGGGTACT CCAAAACCCT AGTAGCTGGC CTGTTCGCAA TGCTGTTACT AGCTCCGGCC 60 

10 GTCTTGGCCA CCGACCCAGA CCCTCTCCAG GACTTCTGTG TCGCCGACCT CGACGGCAAG 120 

GCGGTCTCGG TGAACGGGCA CACGTGCAAG CCCATGTCGG AGGCCGGCGA CGACTTCCTC 180 

TTCTCGTCCA AGTTGGCCAA GGCCGGCAAC ACCTCCACCC CGAACGGCTC CGCCGTGACG 240 

GAGCTCGACG TGGCCGACTG GCCCGGTACC AACACGCTGG GTGTGTCCAT GAACCGCGTG 300 

GACTTTGCTC CCGGAGGCAC CAACCCACCA CACATCCACC CGCGTGCCAC CGAGATCGGC 36O 

15 ATCGTGATGA AAGGTGAGCT TCTCGTGGGA ATCCTTGGCA GCCTCGACTC CGGGAACAAG 420 

CTCTACTCGA GGGTGGTGCG CGCCGGAGAG ACGTTCCTCA TCCCACGGGG CCTCATGCAC 480 

TTCCAGTTCA ACGTCGGTAA GACCGAGGCC TCCATGGTCG TCTCCTTCAA CAGCCAGAAC 540 

CCCGGCATTG TCTTCGTGCC CCTCACGCTC TTCGGCTCCA ACCCGCCCAT CCCAACGCCG 600 

GTGCTCACCA AGGCACTCCG GGTGGAGGCC AGGGTCGTGG AACTTCTCAA GTCCAAGTTT 660 

20 GCCGCTGGGT TT 6y2 

Selon une variante de I'invention, la sequence d'ADN codant pour une 
proteine susceptible de degrader racide oxalique peut etre utilisee en combinaison 
avec une sequence d'interet. 

25 

Ainsi selon cette variante, rinvention concerne ('utilisation de la sequence 
d'ADN codant pour une pnoteine susceptible de degrader I'acide oxalique pour 
selectionner des cellules vegetales transformees avec une sequence d'interet, la 
transformation 6tant realisee soit a Taide de deux vecteurs distincts portant I'un la 
30 sequence d'ADN codant pour une proteine susceptible de degrader I'acide oxaJique, 
f autre la sequence d'interet, soit avec un seul vecteur contenant les deux 
sequences ci-dessus f ce vecteur etant ci-apr6s denomm6 ADN recombinant. 

La sequence d'interet est toute sequence d'ADN procurant un avantage aux 
35 cellules vegetales lorsqu'elle est integree dans leur genome. Elle peut etre par 
exemple une sequence regulatrice avantageuse. Elle peut etre aussi une sequence 
codant pour une proteine d'interet ou pour un precurseur de cette derniere. 
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Selon un mode de realisation prefere de Invention, la sequence d'interet 
confere aux plantes une resistance aux agents pathogenes, tels que les 
champignons, les bacteries, ainsi que les arthropodes. notamment les insectes et 
les nematodes. 

Une telle sequence d'interet peut etre par exemple une sequence codant 
pour une proteine a activite endochitinase ou pour un precurseur de cette derniere 
On sart en effet, comme decrit dans la demande de brevet WO 92/01 792 qu'une 
telle proteine a un effet phytoprotecteur car elle est capable de degrader la chitine 
polymere polysaccharidique constitue d'unites N-acetyl-glucosamine associees par 
des liaisons 0-1 ,4, qui est un compose structural important de la paroi de la plupart 
des champignons pathogenes. de I'exosquelette des arthropodes. en particulier des 
insectes. et de I'enveloppe exteme des oeufs et des cystes de nematodes. 

Une sequence interessante codant pour une proteine a activite endochitinase 
ou pour un precurseur de cette derniere. est celle decrite dans la demande de 
brevet WO 92/01792. qui code pour une proteine comprenant la sequence [SEQ ID 
N*3] ; cette sequence [SEQ ID N-3J correspond a la sequence [SEQ ID N«1l de la 
demande WO 92/01792. 



On apprecie particuiierement que cette sequence code pour un precurseur 

? S To ? aCtMt6 6nd0Chitinase ' < ui com P™* en amont de la sequence 

[SEQ ID N-3J, le peptide signal de sequence [SEQ ID N*4] ; ce peptide-signal 
correspond au peptide signal ayant la sequence [SEQ ID N«3J decrite dans la 
25 demande WO 92/01792. 



II est alors avantageux que le peptide signal de sequence [SEQ ID NM] soit 
separe de la proteine a activite chitinase de sequence [SEQ ID N«3], par le peptide 

30 SEqZS f > " N ' 5J ; M ^ 80 P6Ptide ^ ,a S ^ ence 

30 [SEQ ID N«2] decnte dans la demande WO 92/01 792. 

Parmi les nombreuses sequences nucleotidiques qui codent pour un 
precurseur de la proteine de sequence [SEQ ID N-3] comprenant en amont de 
celle-c. le peptide signal de sequence [SEQ ID MM], separe de la proteine de 

d S ™o ^ N ' 31 P " 16 P6Ptide ^ (SEQ ,D ^ ,a s ^nce 

dADN [SEQ ID N-6] est particuiierement preferee. Cette sequence, qui correspond 

a la sequence SEQ ID N'4 decrite dans la demande WO 92/01792. comporte deux 
mtrons en position 443-521 et en position 676-756 
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Une autre sequence codant pour une proteine a activite endochitinase ou 
pour un precurseur de cette derniere est celle de la chitinase d' Aphanocladium 
album decrite dans la demande EP-A1-531 218 qui comprend la sequence [SEQ 
5 ID N*7J. Cette sequence correspond a la sequence [SEQ ID N # 1] de la demande 
EP-A1-531 218. 

On apprecie particulierement que cette sequence code pour un precurseur 
d'une proteine a activite endochitinase, qui comprend, en amont de la sequence 
10 [SEQ ID N7], le peptide signal de sequence [SEQ ID N # 8]. Ce peptide signal 
correspond au peptide signal ayant la sequence [SEQ ID N*4] de la demande 
EP-A1-531 218. 

II est aiors avantageux que ie peptide signal de sequence [SEQ ID N*8] soit 
15 separe de la proteine a activite chitinase de sequence [SEQ ID N*7], par le peptide 
de sequence [SEQ ID N*9]. Ce peptide correspond au peptide ayant la sequence 
[SEQ ID N*5] decrite dans la demande EP-A1-531 218. 

Parmi les nombreuses sequences nucleotidiques qui codent pour la proteine 
20 de sequence [SEQ ID NV], une sequence particulierement appreciee est la 
sequence d'ADN [SEQ ID N10] qui correspond k la sequence [SEQ ID N*6] decrite 
dans la demande EP-A1 -531 21 8. 

Une autre sequence d'interet interessante qui confere aux plantes une 
25 resistance aux agents pathogenes est celle qui code pour une proteine a activite p- 
1 ,3-glucanase ou pour un precurseur de cette derniere. On sat en effet, comme 
decrit dans la demande de brevet WO-92 1 6632, qu'une telle proteine a un effet 
phytoprotecteur car elle est capable de degrader les p-1 , 3-glucanes, polymeres 
polysaccharidiques constitues d'unites glucose associees par des liaisons p-1 ,3 
30 presentant parfois des ramifications de type p-1,4ou p-1, 6, qui sont un compose 
structural important de la paroi de la plupart des champignons, et notamment des 
champignons phytopathogenes. 

Une telle sequence avantageuse est celle decrite dans la demande de brevet 
35 WO 92/16 632, qui code pour une proteine comprenant la sequence [SEQ ID 
N # 11]. Cette sequence correspond a la sequence (ai) decrite dans la demande 
WO 92/16 632. 
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10 



II est interessant que cette sequence d'interet comprenne, immediatement en 
aval de la sequence codant pour la sequence [SEQ ID N* 1 1], la sequence [SEQ ID 
N* 12] eventuellement tronquee dans sa partie carboxy-terminale de 0 a 27 acides 
amines, Cette sequence [SEQ ID N'12] correspond a la sequence (34) decrite dans 
la demande WO 92/1 6 632. 

Cette sequence d'interet comprend alors de preference, immediatement en 
amont de la sequence codant pour la sequence [SEQ ID N* 1 1], un codon CM ou 
CAG codant pour Gin. 

Une sequence de ce type particulierement appreciee est celle codant pour 
une proteine a activite p-1 ,3-glucanase ou un precurseur de cette derniere qui 
comprend la sequence [SEQ ID N« 13]. Cette sequence correspond a la sequence 
(35) decrite dans la demande WO 92/16 632. 

15 

On apprecie particulierement que cette sequence code pour un precurseur 
d'une proteine a activite 6-1 ,3-giucanase qui comprend en amont de la sequence 
[SEQ ID N* 13], le peptide signal de sequence [SEQ ID N* 14]. Ce peptide signal 
correspond au peptide signal ayant la sequence ( 32 ) decrite dans la demande 
20 WO 92/16 632. 

Parmi les nombreuses sequences nucleotidiques qui codent pour la proteine 
de sequence [SEQ ID N* 13], une sequence avantageuse est la sequence d'ADN 
[SEQ ID N* 15] qui correspond a la sequence (Na^ decrite dans la demande 
25 WO 92/1 6 632. 

L'ADN recombinant defini ci-dessus, comprenant le gene codant pour 
I'oxalate oxydase flanque des signaux necessaires a son expression ainsi qu'une 
sequence d'interet, est introduit dans les cellules vegetales a transformer. Lorsque 
la sequence d'interet code pour une proteine ou un precurseur de celle-ci elle 
comprend egalement les signaux necessaires a son expression. La construction 
contenant ces sequences peut etre realisee dans un vecteur unique ou dans des 
vecteurs differents qui seront utilises pour la transformation. 



30 



35 



Le promoteur est de preference un promoteur constitutif fort, par exemple le 
promoteur 35S du virus de la mosalque du chou-fleur, ou un promoteur 
commandant une expression tissu ou organs specifique comme le promoteur de la 
peftte sous-unite de la ribulose 1 ,5-bisphosphate carboxylase-oxygenase qui 
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s'exprime preferentiellement dans les feuilles et tout particulierement les tissus du 
mesophylle (Kuhlemeier et al., 1987, Ann. Rev. Plant Physiol, 38, 221-257). On 
peut egalement utiliser un promoteur specifique commandant par exemple une 
expression dans les graines ou au cours d'un stade precis du developpement de la 
5 plante, ou un promoteur inductible a la suite d'un choc thermique, d'une blessure ou 
de Interaction entre la plante et des parasites (Kuhlemeier et al., 1987, reference 
citee ci-dessus), si une expression de I'ADN recombinant est recherchee dans ces 
situations. 



1 0 On utilise la sequence terminatrice, comportant des sites de polyadenylation, 

pouvant etre isolee de genes vegetaux ou de genes s'exprimant dans les vegetaux,' 
comme par exemple le terminateur du gene de la nopaline synthase 

ti'Aarobactt>rium p imefacienn. 



15 
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Une bacterie, par exemple de I'espece Escherichia coll qui contient I'ADN 
recombinant defini ci-dessus avec les moyens permettant sa replication peut servir 
au clonage de cet ADN recombinant et une bacterie susceptible d'infecter une 
plante avec transfert de materiel genetique, par exemple de I'une des especes 
Aqrobacterium rhizoqenns et Aarobacterium tumefarien* qu i contient cet ADN 
dans un contexte permettant sa replication peut servir a transformer des cellules 
vegetales. La transformation des cellules vegetales par I'ADN recombinant ci- 
dessus peut egalement etre effectuee par une autre methode biologique telle que la 
voie du tube pollinique (Zhong-xun Luo et al., Plant Molec. Biol. Rep., 1988, 6, 
165-176), la transformation directe de graines en germination (Tbepfer r. e t al ' 
1989, The Plant Cell., 1, 133-139), ou par une methode physique telle que 
I'utilisation de polyethyleneglycol, de I'electroporation (Chistou P. et al., 1987, Proc. 
Ntl. Acad. Sci. USA, 84. 3662-3699) ou du bombardement a I'aide de 
microprojectiles (Klein T.M. et al., 1988, Proc. Ntl. Acad. Sci. USA, 85,8502-8505). 

[-'invention conceme done egalement une cellule vegetale, caracterisee en 
ce qu'elle est transforms par I'ADN recombinant defini precedemment. avec les 
moyens necessaires a ('expression de la proteine susceptible de degrader I'acide 
oxalique et de la proteine d'interet ou du precurseur de cette derniere; une telle 
cellule peut etre selectionnee sur un milieu contenant de I'acide oxalique. Cette 
cellule vegetale peut provenir d'une espece de grande culture, telle que par exemple 
le maTs, le soja, la betterave, le ble. I'orge, le pavot, le colza, le tournesol, la luzeme 
et le sorgho, d'une espece florale, telle que le rosier, I'oeillet, le geroera ou d'une 
espece potagere, telle que la carotte, la tomate, la salade, la chicoree, le poivron le 
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melon et le chou. Des especes particulierement appreciees sont le colza Brassica 
nagus, le toumesol Helianthus annuus et le tabac Nicotians tabagum 



L'etape de transformation qui conceme une ou plusieurs cellules est suivie 
5 d'une etape de multiplication de ces cellules transferees de facon a obtenir des 
cals, lesquels peuvent donner naissance a des plantes transformees par des 
processus d'organogenese ou d'embn/ogenese. 

L'invention conceme done aussi une plants ou une partie de plante 
caractensee en ce qu'elle contient I'ADN recombinant defini precedemment, avec 
les moyens necessaires a I'expression du gene codant pour la proteine susceptible 
de degrader I'acide oxalique et du gene codant pour la proteine d'interet ou du 
precurseur de cette demiere et en ce qu'elle a ete selectionnee sur un milieu 
contenant de I'acide oxalique. Une partie de plante particulierement appreciee est la 
• parte apte a former une nouvelle plante compete, notamment apres semis 
enfouissement ou repiquage. ou a produire des semences. Une telle partie est par 
exemple un grain, une graine, une semence, une bouture, une marcotte Ces 

EH P6UVent ^ P ' US des ^peces Nicotian, tabacum 
Helianthus ann,,,,, et Brassica na pn* 

«** '^t 1 ™ SUSCeptib,e de oxalique peut etre une enzyme a 

TTr ^ Xy ' aSe ' teNe n0tamment '' 0Xa,ate d *^oxylase d' Asoeraiiius 
on de Collybia yet^ ou de preference une enzyme a activite oxydase telle que 
.par exemple I'oxalate oxydase d'orge (commercialises par Boehringer, ref. 567 698) 
de sorgho (Chandra S. Pundier, 1991, Phytochemistry, 30, 4, p. 1065) ou de 
mousse ( Mnium memteii ) (M.F. Laker et al, 1980, Clinical Chemistry, 26 7 827) 
Une proteine a activite oxalate oxydase particulierement appreciee est la proteine 

ZTZZ [SEQ ,D !T L ou une s6quence pr6sentant un 

30 ! J 6qUenCe fSEQ ' D N ' 1] - Ce,,e - Ci est avantageusement codee par la 

30 sequence d'ADN [SEQ ID N*3J. iwueeparia 

Da thnn e L f ^ ?^' qUe Phyt ° t0Xine Pr0dUite Par de nombreux champignons 

pathogenes, tels que notamment Scierotinia sclerotiomm (B. Grezes-Besset, 1988 
These de Doctors iiniv/nre^A D ^..i e~u-* : — ..... 



35 



x , * . _ ■ ^sij^ium yp- orezes-oesset, 1988. 

These de Doctorat, Universite Paul Sabatier, Toulouse, ainsi que G. Goday et al 
990, Physiological and Molecular Plant Pathology, 37, 179-191), Scierotiun, ro^L 

ffk ^ ' 1965> Phyt °P ath0l °9y' «■ 1597-1599), AsQergjjlusjvgei 
(I.A.S. Gfeson, 1953, Transactions British Mycological Society, 36, 198-209), 
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Cristulariella pyramidalis (P. Kurian et la, 1979, Phytopathology, 69, 712-714) et 
Crvphonectria parasitica (A.R. Bennett et al, 1990, Mycologia, 358-363). 

L'invention a egalement trait a un procede pour selectionner sur acide 
5 oxaJique des cellules, des cals ou des plantes transformees par un ADN 
recombinant defini precedemment, caracterise en ce que. dans le milieu de 
selection, le calcium est sous forme soluble. 

Les plantes peuvent provenir d'une espece de grande culture, telle que par 
10 exemple le mais, le soja, la betterave, le ble, I'orge, le pavot, le colza, le toumesol, 
la luzeme et le sorgho, d'une espece florale, telle que le rosier, I'oeillet, le gerbera 
ou d'une espece potagere, telle que la carotte, la tomate, la salade, la chicoree, le 
poivron, le melon et le chou. Des especes particulierement appreciees sont le colza 
Prassica napus, le toumesol Helianthus annuus et le tabac Nicotiana tabacum 
15 ' 

Le milieu de selection comprend de I'acide oxalique et tous les elements 
necessaires a la multiplication et la differentiation des cellules vegetales et 
notamment du calcium indispensable pour leur developpement, qui doit done rester 
disponible. En presence d'acide oxalique le calcium a tendance a s'associer a ce 
20 dernier pour former un sel d'oxalate insoluble, ce qui le rend indisponible pour les 
cellules vegetales. II est done necessaire que le milieu de selection contienne des 
agents permettant de garder le calcium sous forme soluble. 

De preference ces agents sont des agents chelateurs ayant une affinite pour 
25 le calcium superieure a cede de I'acide oxalique. Ceux-ci doivent bien sOr, de plus, 
ne pas £tre toxiques pour les cellules. 

Des exemples d'agents chelateurs ayant une affinite pour le calcium 
superieure a celle de I'acide oxaJique sont I'EDTA et I'EGTA. Dans le cas du 
30 toumesol, I'EGTA est un agent chelateur particulierement apprecie. 

Ainsi selon un autre aspect, l'invention a pour objet un procede pour 
selectionner sur acide oxalique des cals ou des plantes transformees par une 
sequence d'ADN codant pour une proteine susceptible de degrader I'acide oxalique, 
35 qui consiste a cultiver les cals ou les plantes sur un milieu contenant de I'acide 
oxalique et du calcium en presence d'un agent chelateur ayant une affinite pour le 
calcium superieure a celle de I'acide oxalique. 
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Selon une variante preferee, les ptantes sont transformees avec une 
sequence d'ADN codant pour une proteine susceptible de degrader I'acide oxalique 
associee a une sequence d'interet telle que definie precedemment, en particulier 
une sequence codant pour une proteine d'interet. 

5 

^invention sera mieux comprise a I'aide de I'expose ci-apres, divise en 
sections, qui comprend des resultats experimental* et une discussion de ceux-ci. 
Certaines de ces sections concement des experiences effectuees dans le but de 
realiser Invention, d'autres des exemples de realisation de I'invention, donnes bien 
10 sur a titre purement illustratif . 

Dans cette partie experimental on utilise le clone gf-2.8 de la germine de 
ble decrite par B.G. Lane et al. 1991, J. Biol. Chem., 226- 10461-10469 ; la 
sequence de I'ADN genomique de ce clone est la sequence [SEQ ID N"16] et la 
1 5 sequence peptidique traduite est la sequence [SEQ ID N # 17]. 

Une grande partie de ('ensemble des techniques ci-apres, bien connues de 
Thomme de Part, est exposee en detail dans les ouvrages de Sambrook et al. : 
"Molecular Cloning : a Laboratory Manual \ publte en 1989 par les editions Cold 
20 Spring Harbor Press a New- York (2eme edition), et dans I'ouvrage de Gelvin et al: 
"Plant Molecular Biology Manual", publie en 1988 par les editions Kluwer 
Academics. 

SECTION 1 : Purification et caract6risation partielie de I'oxalate oxydase 
25 d'orge 

1) Purification de I'oxalate oxydase d oroe 

Une oxalate oxydase d'orge a ete purifiee jusqu'a homogeneite a partir d'une 
30 preparation commercial enrichie en activite oxalate oxydase (Boehringer, ref 567 
698) preparee a partir de grains d'orge en germination. La proteine est purifiee selon 
le protocole decrit ci-apres : 

Etape 1 : 

35 

La preparation commerciale lyophilisee est solubilisee dans I'eau puis 
equilibree dans un tampon acetate 10mM de pH 5,2 par passage dans une mini- 
colonne a base de Sephadex G25 prete a I'emploi (NAP 10-Pharmacia). Cet extrait 
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est fractionne par chromatographic sur une colonne d'echange d'ions a base de 
polymere synthetique (colonne Mono S HR5/5 de Pharmacia). Apres depot de 
I'ecnantillon, les proteines non retenues sont eluees par ie tampon acetate de 
sodium 10mM de pH 5,2. Les proteines retenues sur la colonne sont eluees par un 
gradient lineaire de 10 a 500mM de tampon acetate de sodium de pH 5,2. 

L'eluat est analyse en ligne par son absorbance a 280 nm et les fractions 
collectees sont caracterisees : teneur en proteines mesuree par la technique 
colorimetrique de Bradford (1976, Anal. Biochem., 72 , 248-252), activite oxalate 
oxydase mesuree selon la technique de Suguira et al.,1979, Chem. Pharm. Bull. , 
79 , 2003-2007, decrite au point 2) ci-apres. Chaque fraction est caracterisee,' 
apres electrophorese en conditions denaturantes (SDS) et coloration a I'argent, par 
sa mobilite electrophoretique comparee a des proteines de reference. 

15 Etape2: 

Les fractions presentant une activite oxalate oxydase et eluees a une 
concentration d'acetate de sodium comprise entre 200mM et 275mM sont 
rassemblees puis concentrees par centrifugation sur un systeme Centricon-10 
(Amicon-ref. 4205). L'extrait est ensuite fractionne par chromatographic d'exclusion 
sur une colonne Superdex 75 (Pharmacia). Les fractions collectees sont analysees 
selon les methodes decrites a I'etape 1 . 

A Tissue de la purification, on obtient une proteine unique, qui presente une 
25 activite oxalate oxydase, d'un poids moleculaire apparent de 26 ± 3 KDa (poids 
moleculaire determine apres electrophorese sur gel de polyacrylamide a 15 % en 
presence de SDS et revelation a I'aigent). 



20 



30 



35 



2) Mesure tpe t'ac tivite oxalate oxydase 

L'activite oxalate oxydase est mesuree d-apres la methode decrite par 
Sugu.ra et al. ,1979, Chem. Pharm. Bull. , 79 , 2003-2007. et resumee ci-apres 
L'extrait enzymatique est incube en presence de 75 p| d'oxalate de sodium (a 0 18 
% dans du tampon succinate 1 0OmM de pH 4,0) et de tampon succinate 1 0OmM de 
PH 4,0, en quantite suffisante pour avoir un volume de melange reactionnel eoal a 
1,5 ml. " a 
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Apres 10 minutes dincubation du melange reactionnel a 37'C, on ajoute 
successivement 100 |xl de tampon Tris 1 M de pH 8,9, puis 1 ml de reactif prepare 
extemporanement et constitue de : 8 mg de 4-aminoantipyrine, 6 mg de 
peroxydase de raifort (Sigma, ref P8250). 80 ixl de dimethylaniline prepares dans 
1 00 mi de tampon phosphate 0.1 M de pH 7,0. 

L'activite enzymatique est estimee par la mesure spectrophotometrique de 
I'absorbance a 530 nm. Etle est exprimee en unite d'oxalate oxydase/mg de proteine 
(Une unite d'oxalate oxydase (U oxox) est la quantite d'enzyme qui convertit 1 
fimole d'oxalate en penoxyde d'hydrogene en 1 minute a 37*C et a pH 3,8) 



15 



20 



30 



3) CarartPri sation dp la proteine purifies 

a) Preparation d'anticorps polyclonaux 



25 »ig de la proteine d'orge purifiee jusqu'a homogeneite et ayant une activite 
oxalate oxydase sont injectes a un lapin dans 500 |xl d'adjuvant complet de Freund 
(Sigma, ref F5881) 

Trols injections de rappel de 25 jig dans ('adjuvant incomplet de Freund (500 
Ml) (Sigma, ref F5506) ont ete realisees a 3 semaines d'intervalle. L'immunserum a 
ete preieve 3 semaines apres la derniere injection. 

Cet immunserum reconnaft specifiquement I'oxalate oxydase. II permet de 
25 reveler cette proteine par la technique de Western blot (decrite dans la Section 2 4) 
b) a partir d'un extrait de proteines totales d'embryons d'orge en germination 



35 



b) Determination de la sequence partielle de I'oxalate oxydase 

Un echantillon de la proteine de 26 ± 3kDa ayant une activite oxalate 
oxydase est traite au bromure de cyanogene et les oligopeptides liberes sont 
separes par HPLC phase inverse sur une colonne C4 Brownlee. La sequence N- 
terminale de la proteine ainsi que celle d'un peptide interne sont determines grace 
a un sequenceur de proteines (Modele 470A. Applied Biosystems, USA) equipe 
d un chromatographe (Modele 120A, Applied Biosystems) qui analyse en continu les 
denves phenylthiohydantoTques formes apres chaque cycle de degradation 
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La sequence aminoterminale determinee est la [SEQ ID N* 18] suivante : 

Thr Asp Pro Asp Pro Leu Gin Asp Phe Xaa Val Ala Asp Leu Asp Gly 
Lys Ala Val Ser Val Asn Gly His Thr Xaa Lys Pro Met Ser Glu Ala 
5 Gly Asp Asp Phe Leu Phe 

Xaa etant un acide amine non determine. 



10 
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La sequence d'un peptide interne est la sequence [SEQ ID N* 19] suivante : 

Ala Gly Glu Thr Phe Val lie Pro Arg 



Apres comparaison avec la banque des sequences proteiques connues 
(banque Swiss-Prot) en utilisant I'option GAP du logiciel UWGCG de I'Universite du 
15 Wisconsin : Devereux et al., 1984, Nucl. Acids Res., 12 , 387-395, une homologie 
d'au moins 94 % est trouvee avec la sequence d'une proteine de ble induite au 
cours de la germination, la genuine, decrite par Lane et al, 1991 J. Biol. Chem., 
226, 10461-10469. 

20 SECTION 2 : Transformation du tabac par le gene de la germine de ble, 

selection sur acide oxalique des cals et des plantes 
transgeniques 



1) Constru ction d'un vecteur de transformation 

a) Preparation de la sequence codant pour la germine de ble 



Le fragment d'ADN Hindlll - Sphl de 745 paires de bases du clone gf-2.8 
decrit par B.G. Lane et al, (1991, J. Biol. Chem., 226. 10461-10469) portant la 

30 sequence codant pour la germine de ble a ete purifie par electrophorese sur gel 
d'agarose suivie par une extraction au moyen du kit "Geneclean" (Bio 101, ref 3105) 
selon le protocole du fabricant. Ce fragment comporte 19 paires de bases en amont 
de IATG initiateur ainsi que 54 paires de bases en aval du codon stop. Ce fragment 
a ete insere a I'aide de I'ADN ligase T4 entre les sites Hindlll et Sphl du site de 

35 clonage multiple d'un vecteur pTZ19R (commercialise par Pharmacia), dont le site 
BamHI a ete detruit par remplissage grace a la polymerase de Klenow, selon les 
methodes bien connues de I'homme de I'art. Le plasmide ainsi cree est appele 
plasmide pPH096. Le site Hindlll present dans ce plasmide est ensuite ouvert. et un 
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nouveau site BamHI recree par I'adjonction d'un oligonucleotide de sequence 
suivante [SEQ ID N*20] : AGCTGGATCC 

Le vecteur obtenu, appele plasmide pPH098, est clone dans la souche £ 
5 cog JM 109 (CJontech). Apres verification de la sequence nucleotidique du fragment 
clone, la partie codante est repurifiee sous la forme du fragment de restriction 
BamHI-SacI de 789 paires de bases. Ce fragment contient la sequence codant 
pour le peptide signal, ainsi que celle codant pour la germine mature tels qu'ils sont 
decrits par B. Lane et al, 1991, J. Biol. Chem., 226, 10461-10469. 
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b) Preparation de la sequence promotrice comprenant le promoteur 
35S du virus de la mosaJque du chou-fleur 

A partir du plasmide pBI121 (Clontech) par coupure a I'aide des 
endonucleases Hindlll et BamHI, puis electrophorese sur gel d'agarose, le fragment 
H.ndlll-BamHI d'environ 900 pares de bases, contenant le promoteur 35S du virus 
de la mosalque de chou-fleur, est isole. Ce fragment est recoupe par Hindlll Le 
fragment d'environ 410 paires de bases, portant le site BamHI, est traite par IADN 
Ugase T4 en presence d'un linker Hindlll (sequence synthetique contenant un site 
Hindlll). Apres coupure par I'endonuclease Hindlll et electrophorese sur gel 
d'agarose, le fragment Hindlll-BamHI resultant, d'environ 420 paires de bases est 
isole et purifie. 

c) Preparation de la sequence terminatrice comprenant le 
terminateur du gene de la nopaline synthase (NOS) 
d 'Aqrobacterium tumefaciens 

A partir du plasmide pBI121 (Clontech), par coupure a I'aide des enzymes de 
restriction Sad et EcoRI, puis electrophorese sur gel d'agarose, un fragment de 250 
30 paires de bases environ, renfermant le terminateur du gene de la nopaline synthase, 
a ete isole. 



25 



35 



d) Clonage dans le vecteur binaire pBIN19 

On a ligue a I'aide de IADN ligase T4 la sequence promotrice (cf. ci-dessus 
D b)), la sequence codant pour la germine (cf. ci-dessus 1) a)) et la sequence 
terminatrice (cf. ci-dessus 1) c)), dans le vecteur binaire pBIN19 (Bevan 1984 
Nucl. Acid Res., 12, 8711-8721), ouvert a I'aide des endonucleases Hindlll et 
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EcoRI. Ce vecteur porte deux genes de resistance a la kanamycine, I'un pouvant 
s'exprimer dans les bacteries, I'autre situe immediatement en amont du gene 
recombinant complet pouvant etre transfere aux cellules vegetales. Ce gene de 
resistance a la kanamycine servira a verifier que les plantules regenerees obtenues 
5 apres selection sur acide oxalique a I'aide du gene codant pour I'oxalate oxydase 
sont effectivement transformees. 



Le vecteur obtenu, appeie pPH100, est clone dans la souche E. coli HB 101 
(Clontech). 

10 



2) Transformation d'Aarobacterium tumefaciens 



La transformation est realisee selon la methode de congeiation- 
decongelation decrite dans Plant Molecular Biology Manual (Gelvin et at, op. cite) et 
15 resumee ci-apres. 



Des cellules competentes d 'Aarobacterium tumefaciens (souche LBA 4404, 
Clontech) sont preparees par refroidissement rapide dans la glace d'une culture en 
phase exponentielle de croissance. Les bacteries sont alors remises en suspension 
20 dans une solution de CaCI 2 20mM. Des parties aliquotes de cette suspension sont 
distributes dans des tubes Eppendorf, puis congelees dans I'azote liquide. 

1 »ig de plasmide pPH100 est ajoute aux cellules congelees, contenues dans 
un tube Eppendorf. La suspension est ensuite incubee a 37*C pendant 5 min ; 1 ml 

25 de milieu Luria (Gibco) est alors rajoute et le tube est incube a 28'C pendant 4 h. 
Des parties aliquotes sont etalees sur des boites de Petri contenant un milieu 
minimum gelose, decrit dans Plant Molecular Biology Manual (op. cite), en presence 
de 100 mg de rifampicine et 25 mg/l de kanamycine. Dans ces conditions, seules 
poussent les colonies d'Aarobacteri um tumefaciens ayant integre le plasmide 

30 pPHIOO. Celles-ci contiennent le gene chimerique dans un contexte permettant sa 
replication. 



35 



La resistance aux deux antibiotiques des colonies selectionnees est verifiee 
en repiquant celles-ci sur le meme milieu de selection deux fois de suite. La 
presence du gene chimerique associant le promoteur 35S a la partie codante de la 
genuine de ble dans Aarobacteriu m tumefaciens est verifiee par la methode de 
Southern Blot sur une preparation d'ADN total (iyse des cellules, purification de 
I'ADN par extraction a I'aide du melange phenol/chloroforme, selon le protocole 
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decrit par Gelvin dans I'ouvrage cite ci-dessus, coupure de I'ADN purifie a I'aide 
d'enzymes de restriction, electrophorese sur gel d'agarose, transfert sur membrane 
et hybridation, seion les techniques bien connues de I'homme de i'art). 

5 3)Transformation du tabac 

Du tabac Nicotiana tabacum cultive in vitro a ete Infecte par Aarobactsrium 
tum&aciens contenant le plasmide pPH100 selon la procedure de Horsch et a!., 
bien connue de I'homme du metier (Horsch R.B. et al., 1985 Science 227, 1229- 
10 1 231 ), dont ies principales etapes sont exposees ci-apres. 

Des disques de feuilles de plantes axeniques de tabac Nicotiana tabac,™ 
(variete Wisconsin Havana 38) sont incubes dans une culture d 'A tumelaciens 
hebergeant ie plasmide P PH100. Les disques egouttes sur papier Whatman sont 
mis en culture sur des milieux de culture en boites de Petri afin de multiplier les 
cellules transformees de facon a obtenir des cals. Ces cals sont ensuite transferes 
sur du milieu contenant de la cefotaxime a 500 ng/ml destinee a decontaminer les 
tissus vegetaux (elimination des Aarobacterium tumefanian*) et de la kanamycine a 
100 ng/ml pour selectionner le materiel transgenique. Des pousses transformees se 
developpent a partir de ces cals ; les plantes qui en sont issues sont transferees en 
serres. 
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4) Mise en evjrienre de I'sxnrpssinn du oene rip la aerm i ne rians lo t a h a „ 
transoenique 

25 

a) Preparation des extraits de proteines de tabacs transformes et 
de tabacs temoins 

Les fragments de tissus (cals et feuilles de plantes) ont ete congeles dans 
30 I'azote liquide, reduits en poudre et stockes a -20*C. 



Pour la realisation d'electrophoreses, I'oxalate oxydase est extraite 
directement a partir de la poudre vegetale par le tampon de charcje de Laemmli 
(reference ci-dessous). 
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Pour les dosages d'activite oxalate oxydase, I'extrait enzymatique est realise 
par mise en suspension de la poudre vegetale dans un tampon succinate 0.05M, 
pH 4. 

5 Pour les dosages de proteines, I'extrait vegetal, en' suspension dans le 

tampon succinate ci-dessus, est centrifuge a 1 0 000 g pendant 5 min. 

La concentration des proteines totales est determinee sur les surnageants, 
appeles ci-apres les extraits bruts de proteines, en suivant la technique de Bradford 
1 0 (Bradford M.M., 1 976, Anal. Biochem., 72, 243-254). 

b) Immunodetection de I'oxalate oxydase (Western blot) dans des 
cals et dans des plantes 

15 On soumet les extraits bruts de proteines a un Western blot, technique bien 

connue de I'homme de I'art et decrite par H. Towbin et al., Proc. Ntl. Acad. Sci. 
USA, 76, 1 979, 4350-4354, qui comprend les etapes suivantes : 

• denaturation par chauffage a 100'C pendant 10 min dans un tampon, 
20 denomme tampon de charge, constitue de Tris 0,125 M, pH 6,8, SDS 4 %, bleu 
de bromophenol 0,002 %, glycerol 20 %, B-mercaptoethanol 10 % (selon le 
protocole decrit par Laemmli U. K, 1970, Nature, 227, 680-685), suivie d'une 
centrifugation a 10 000 g ; 



25 



• separation electrophoretique des differentes proteines contenues dans le 
solubilisat selon le protocole decrit par Laemmli (ref. ci-dessus) ; 



• electrotransfert desdites proteines contenues dans le gel sur une membrane 
en PVDF (selon la technique de H. Towbin et al., 1979, Proc. Natl. Acad. Sci 
30 USA 4350-4354). 

^immunodetection est realisee selon un protocole qui comprend les etapes 
suivantes : 



35 



• saturation de la membrane PVDF(fluorure de polyvinylidene) sur laquelle les 
proteines ont ete transferees par incubation pendant au minimum 2 h a 37*C 
dans une solution de gelatine a 3 % dans du tampon phosphate salin contenant 
0,05 % de detergent Tween 20. 
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• incubation (pendant 1 h a 37*C) en presence de I'immunserum prepare 
precedemment (contenant les anticorps polyclonaux reconnaissant la proteine 
recombinante), dilue au 1/10 000 dans du tampon phosphate salin. 

• 3 lavages dans du tampon phosphate salin contenant 0,05 % de detergent 
Tween 20. 



10 
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Le complexe antigene-anticoips est ensuite revele a I'aide d'un systeme 
streptavidine-biotine conjugue a la phosphatase alcaline avec le kit RPN 23 
d'Amersham ("Blotting detection kit"), utilise selon les indications du fabricant. 

L'empreinte obtenue montre, pour les cals et pour les feuilles de plantes de 
tabac transformees par le plasmide pPHIOO. la presence d'une proteine de poids 
moleculaire apparent d'environ 26 + 3kDa, reconnue par les anticorps polyclonaux 
prepares dans la section 1 3)a) et absente des cals et des feuilles de plantes de 
tabac temoins. Cette proteine a le meme poids moleculaire apparent que I'oxalate 
oxydase purifiee obtenue dans la Section 1. 

c) Mise en evidence de I'activite oxalate oxydase de la germine de 
ble exprimee dans du tabac 

L'activite oxalate oxydase de 6 extraits de cals et de feuilles de plantes de 
tabac transformees par le plasmide pPH100 est mesuree selon la methode de 
Suguira et al., decrite Section 1 . Les resultats sont regroupes dans le Tableau I ci- 
apres : 

Tableau I : Activite oxalate oxydase mesures rian s differents tahgcs transnpninnPQ 



30 




W38 = tabac temoin non transforme 
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On constate a la lecture du tableau ci-dessus que le tabac transgenique 
(cats ou feuilles) presente une activite oxalate oxydase significativement superieure 
a celle du tabac temoin. 

5 5) Selecti on sur acide oxaliaue des reaenerants 

a) Protocole de selection 

Des disques de feuilles de plantes axeniques de tabac Nicotiana tabacum 
10 (varied Wisconsin Havana 38) sont incubes dans une culture d' A tumefaciens 
hebergeant le plasmide pPH100. Les disques egouttes sur papier Whatman sont 
mis en culture sur des milieux de culture en boites de P6tri afin de multiplier les 
cellules transformees de fagon a obtenir des cals. Apres trois jours, les disques de 
feuilles sont rinces dans de I'ethanol 80 % puis dans du milieu gelose de Murashige 
15 et Skoog (1962, Physiol. Plant. 15, 473) contenant 500 jig/ml de cefotaxime, lis sont 
ensuite transferes sur un milieu contenant de I'acide oxalique afin de selectionner 
les amas cellulaires exprimant Toxalate oxydase. 

b) Mode de preparation des milieux de culture 

20 

L'acide oxalique s'associant au calcium pour former un sel d'oxaJate de 
calcium insoluble, le milieu de selection doit etre prepare selon un protocole 
permettant de conserver le calcium sous une forme soluble utilisable par les cellules 
vegetaies malgre la presence d'acide oxalique. 

25 

Preparation de la solution ft ; 

Pour chaque concentration, 50 ml d'une solution d'acide oxalique concentree 
20 fois par rapport a la concentration finale attendue, sont ajustes a pH 5,8 avec 
30 une solution d'hydroxyde de potassium (KOH) 3M. La solution est ajustee a 100 ml 
avec de Teau desionisee, sterilisee par filtration sur filtre de 0,45 pirn, puis 
maintenue a une temperature de 50 # C jusqu'a son utilisation. 

Preparation de la solution R - 

35 

258 mg d'EGTA (acide ethylene glycol-bis(P-amino ethyl ether) N.N.N'.N'- 
tetraacetique) (Sigma, ref. E. 4378) sont mis en solution dans 100 ml d'eau 
desionisee. L'EGTA est solubilise en ajustant le pH a 10,0 avec une solution de 
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10 



KOH 10 M. 100 mg de CaCI 2 - 2H 2 0 sont ensuite ajoutes et le pH de la solution est 
ajuste a 5,8 avec une solution HCI 2M. Le volume est ajuste a 150 ml puis la 
solution est sterilisee par passage sur filtre de 0,45 urn. 

iration du calcium et de I'oxalate au milieu de culture : 

750 ml de milieu de culture gelose de Murashige et Skoog (1962. Physiol. 
Plant. 15, 473) sans chlorure de calcium, concentre 1,33 fois, sont autoclaves 
pendant 20 min a 120'C. La temperature est ensuite abaissee a 50*C et les 
solutions A et B incorporees dans ce milieu. Apres homogeneisation de la solution, 
le milieu est coule dans des bottes de Petri. 



15 



20 



c) Determination de la dose d'acide oxalique a utiliser pour la 
selection 

Une gamme de sensibilite a I'acide oxalique de cals de tabac non 
transgenique (variete Wisconsin Havana 38) a ete etablie. Les milieux de culture ont 
ete prepares selon le protocole decrit ci-dessus. Pour chaque concentration d'acide 
oxalique, 4 boites contenant 25 cals de diametre de 2 mm et d'un poids moyen de 
10 mg ont ete mis en culture. Les resultats, exprimes en % d'inhibltion de 
croissance ponderale par rapport aux cals temoins, sont presentes dans le tableau 
fl ci-apres : 



25 



30 



35 



Tableau II : Inhibition de la croissance po nderale de cals de tabac par I'artHo 

oxalioue 



Cone. Ac oxalique (ng/ml) 
Inhib. croissance ponderale 



(0 
0% 



40 
0% 



60 
12% 



80 


120 


180 


270 


19% 


51 % 


89% 


99% 



Compte tenu des resultats ci-dessus, la dose de selection choisie est de 
270+ig/ml(3mM). 

d) Utilisation du gene codant pour I'oxalate oxydase comme gene 
de selection des transformants 

Apres transformation et induction de la callogenese, les disques foliaires de 
tabac sont transfers sur un milieu contenant 270 ng/ml d'acide oxalique. A cette 
concentration, les cals exprimant I'oxalate oxydase ne presentent pas une 
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10 



15 



30 



35 



croissance differente du temoin poussant sur un milieu depourvu d'acide oxalique et 
sont capables de survivre et de produire des plantes transgeniques. Le fait que les 
piantules regenerees sont bien transgeniques est verifie par leur resistance a la 
kanamycine (second gene de selection porte par le plasmide pPH100). Sur 29 
plantes selectionnees sur acide oxalique, 28 sont egalement resistantes a la 
kanamycine. 

La selection sur I'acide oxalique a done permis de selectionner les cals 
transformants ainsi que les plantes transgeniques. 

SECTION 3 : Transformation du tournesol par le gene de la germine de ble, 

selection sur acide oxalique des cals 



1 )Transformation du tournesol 
Obtention de cals de tournesol transformes 



Des gralnes de tournesol immatures sont prelevees sur le capitule de plantes 
de tournesol de ia lignee HA89 bien connue, etudiee notamment par P.J. Goyne et 
20 al., Journal Article n* 1534 of the North Dakota State Univ. Agric. Exp. Stn. Fargo 
ND-58105 et par M.F. Geriani, Plant Cell Physiol, 33, 2, 157-164. Ces graines sont 
sterilisees en surface pendant 30 min dans une solution d'hypochlorite de calcium a 
2 %, puis rincees a I'eau distillee sterile. 

25 Les embryons immatures sont preleves sur ces graines et mis en culture sur 

le milieu I (tableau III) pendant 14 jours a 25'C et a I'obscurite. Ces embryons sont 
ensuite cultives pendant 10 jours sur le milieu II a 25'C sous une photoperiode de 
16hjour/8hnuit. 



Les embryons sont alors coupes en deux au niveau de I'axe embryonnaire et 
mis a tremper pendant 10 min dans une suspension 6 'Aarobacterium tumefar.iens 
contenant le vecteur binaire pPH100 (cf. sections 2.1 et 2.2). Cette suspension est 
obtenue par culture de cette bacterie pendant 15 h dans le milieu Luria liquide. 

■ 

Les embryons sont ensuite egouttes sur du papier filtre sterile, puis remis en 
culture sur le milieu II a I'obscurite pendant 3 jours. Les embryons sont alors 
brievement rinces par du milieu Murashige et Skoog liquide (Murashige et Skoog, 
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1962, Physiol. Plant 15 : 473) contenant 500 mg/l de I'antibiotique cefotaxime, lis 
sont ensuite egouttes sur du papier filtre sterile et mis en culture sur du milieu III 
contenant 250 mg/l de cefotaxime, 250 mg/l de carbenicilline et 50 mg/l de 
paromomycine. Cette culture s'effectue a 25*C sous une photoperiode de 16 h jour / 
8 h nuit ; les tissus vegetaux ainsi que les cals se developpant a leur surface sont 
repiques tous les 21 jours sur ce meme milieu. 

Tableau III : Composition des differents milieux utilises pour I'ohtention de nlantpc 
de tournesol transformpes 
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Tableau 111 : suite 



Milieux 

Composition 
mg/I 


1 


II 


III 


Ca-D-panthotenate 


- 


- 


0,8 


Acide foiique 






0.1 


Chlorure de choline 






0,1 


Adde 4-aminobenzoFque 






0,05 


Riboflavine 






0,05 


Saccharose 


120 000 


60 000 


30 000 


Acide 2,4-dichloroPhenoxy acetique 


2 






6-Benzylaminopurine 




0,4 




Kinetine 






1 


Agar 


7000 


7000 


7000 


PH 


5.7 


5.8 


5.7 



2) Mise en evidence de I'exoression du gene de la oermine dans le toumpsni 
transoenioue 

5 

a) Preparation des extraits proteiques 
Se fait d'une maniere identique a celle decrite dans la Section 2 4)a). 

0 b) Immunodetection de I'oxalate oxydase (Western blot) dans des 

cats 

^immunodetection, effectuee selon le protocole decrit dans la Section 2 4)b), 
met en evidence, dans des cals et des feuilles de toumesol transforme par le 
5 plasmide pPH100, la presence d'une proteine surnumeraire de poids moleculaire 
apparent d'environ 26 + 3 kDa. Cette proteine, absente des cals et des feuilles de 
plantes temoins, a le meme poids moleculaire apparent que I'oxalate oxydase 
purifiee obtenue dans la Section 1 . 
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c) Activite oxalate oxydase de la germine de ble exprimee dans du 
toumesol 



10 



L'activite oxalate oxydase de 5 extraits de proteines de cals de toumesol 
transforms par le plasmide pPH100 est mesuree selon la methode de Suguira et 
al., decrite Section 1. Les resultats montrent une activite oxalate oxydase 
significativement superieure a celle de I'extrait temoin. 

Tableau IV : Activite oxalat* oxydase de rai s de toumesnl trans 



N* du cal 


Temoin non 


17 


18 


19 


20 


21 


Unite Ox Ox/mg prot/min 


transforme 












0,0 


9,5 


0.7 


0,8 


0,6 


1,4 



15 



20 



25 



3)Selectinn sur a cide oxalique des cals transaeniquas 

La selection des cals transgeniques est realisee en cultivant le materiel 
vegetal issu du milieu III (cf. ci-dessus 1) sur un milieux Murashlge et Skoog de 
selection prepare selon le protocole decrit dans la Section 2 5)b) . 

La determination de la dose de selection a appliquer au cours de la culture 
de cals de toumesol se fait selon la methode decrite dans la Section 2 5)c) cette 
methode etant appliquee a des cals non transgeniques de toumesol obtenus a partir 
d'embryons immatures, Les resultats sont presentes dans le tableau V : 

Tableau V ; Inhibition de la croissance ponderal* rt, , toumesol nar i-ariHo nv^iu, ■„ 



Cone. Ac oxalique (ug/ml) 


0 


40 


70 


90 


140 


180 


235 


270 


Inhib. croissance ponderale 


0% 


0% 


0% 


0% 


42% 


92% 


97% 


99% 



La dose d'acide oxalique permettant de realiser la selection est de 270 ug/ml 
(3mM). A cette concentration, les cals exprimant ('oxalate oxydase ne presentent 
pas d'inhibition de croissance. 
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SECTION 4 : Utilisation de la selection sur acide oxalique pour obtenir des 

plantes transgeniques exprimant un gene d'interet, codant, par 
exemple, pour une proteine a activite endochitinase. 

5 1 ) Construction du vecteur de transformation 

a) Preparation du fragment portant le gene codant pour I'oxalate 
oxydase 

10 Le fragment Hindlll - EcoRI de 1420 pb environ du plasmide pPHlOO decrit 

dans la section 2 d) est purifie et redone dans un vecteur pUC19 selon les 
methodes bien connues de I'homme de Tart. Ce plasmide est ensuite linearise grace 
a I'endonuclease de restriction EcoRI et I'extremite cohesive est remplie au moyen 
du fragment de Klenow. Puis, apres coupure par I'endonuclease Hindlll, le fragment 

1 5 Hindi 1 1 - extremite f ranche est purifie. 

b) Preparation du fragment portant un gene hybride codant pour 
une proteine a activite endochitinase 

20 Le fragment Hindlll - EcoRI provenant du plasmide pBRI decrit dans la 

demande de brevet de WO 92/01792 exemple 1 et contenant un gene chimerique 
codant pour une proteine a activite endochitinase qui comprend le promoteur 35 S, 
une sequence codant pour une chitinase hybride tomate-tabac et le terminateur 
NOS est purifie, redone dans le vecteur pUC19, puis le site Hindlll est detruit d'une 

25 maniere classique. Le fragment extremite tranche - EcoRI est purifie. 

c) Preparation d'un vecteur de transformation des plantes ne 
comportant pas de gene de resistance a la kanamycine 

30 Le fragment Nhel - Hindlll comprenant la partie codant pour le gene de 

resistance a la kanamycine est elimine du T-DNA du plasmide pBIN19 (cf Section 2 
1 d). L'utilisation, selon les methodes bien connues de I'homme de I'art, des 
oligonucleotides CTAGCA et AGCTTG permet de recirculariser le plasmide en 
recreant les sites de restriction Nhel et Hindlll. Le plasmide resultant est ensuite 

35 linearise par les endonucleases de restriction Hindlll et EcoRI. 
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d) Assemblage du vecteur de transformation 

On a ligue a I'aide de i'ADN ligase T4 le gene codant pour I'oxalate oxydase 
obtenu en a) ci-dessus) et le gene chimerique codant pour une proteine a activite 
5 chitinase (obtenu en b) ci-dessus) dans un vecteur binaire pBIN1 9 dans lequel on a 
elimine ie gene de resistance a la kanamycine s'exprimant dans les plantes (obtenu 
en c) ci-dessus). 

Le vecteur obtenu, appele pPH 106, est clone dans la souche £ Coli HB 101 
1 0 (Clontech) 



15 



25 



30 



2) Transformation & Aarobacterium tumefariens 



La transformation est reaiisee selon la methode decrite dans la section 2 2). 



3) Transform ation du tahar 



Du k* 530 Nicotians tahacnm cultive in vitro est infecte par Aarobacterium 
fumefaciens contenant le plasmide pPH106 selon la procedure de Horsch et al., 
20 bien connue de I'homme du metier (Horsch R.B. et al., 1985 Science 227, 1229- 
1 231 ), dont les principales etapes sont exposees ci-apres. 



Des disques de feuilles de plantes axeniques de tabac Nicotiana jabacum 
(variete Wisconsin Havana 38) sont incubes dans une culture d' A tumefaciens 
hebergeant le plasmide pPH106. Les disques egouttes sur papier Whatman sont 
mis en culture sur des milieux de culture en boites de Petri afin de multiplier les 
cellules transformees de fagon a obtenir des cals. Apres 48 heures, les disques 
sont rinces dans de I'ethanol 80 % puis dans du milieu gelose de Murashige et 
Skoog (1962, Physiol. Plant. 15, 473) contenant 500^g/ml de cefotaxime, lis sont 
ensuite transfers pour 3 jours sur du milieu contenant de la cefotaxime a 
500 ng/ml destinee a decontaminer les tissus vegetaux (elimination des 
Aarobacter ium tumefanen*) 



35 
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4) Selection sur acide oxaligue des reaenerants 



Apres transformation et induction de la callogenese, les disques foliaires de 
tabac sont transferes sur un milieu contenant 270 ng/ml d'acide oxalique prepare 
5 selon la methode decrite dans la section 2 5)b). Seuls les cals transgeniques 
exprimant le gene de ('oxalate oxydase, done capables de degrader I'acide oxalique, 
sont capables de survivre et de produire des plantes transgeniques. 



5) Mise en evidence de I'expression d e la proline a activite endochitinasft 
10 dans les ta bacs transaenioues selectionnes sur acide oxalique 

a) Preparation des extraits bruts de proteines de tabac transforme 



15 4)a) 



20 



Cette preparation est effectuee selon la methode decrite dans la section 2 



b) Mise en evidence de la chitinase hybride par immuno-empreinte 
(Western blot) 

On soumet les extraits bruts de proteines a un Western blot, technique bien 
connue de I'homme de I'art et decrite par H. Towbin et al., Proc. Ntl. Acad. Set. 
USA, 76, 1979, 4350-4354, qui comprend notamment les etapes mentionnees dans 
la section 2.4)b) 

25 [.'immunodetection de la proteine d'interet se realise grace a un immunserum 

contenant des anticorps polyclonaux reconnaissant la proteine hybride a activite 
chitinase (cf. WO 92/01792 exemple 5). 

Le complexe antigene-anticorps est ensuite revele a I'aide d'un systeme 
30 streptavidine-biotine conjugue a la phosphatase alcaline avec le kit RPN 23 
dAmersham ("Blotting detection kit"), utilise selon les indications du fabricant. 

L'empreinte obtenue montre, pour les feuilles de plantes de tabac 
transformers par le plasmide pPH106, la presence d'une proteine de poids 
35 moleculaire apparent d'environ 26 * 6 kDa reconnue par les anticorps polyclonaux 
et absente des feuilles des plantes de tabac temoins. Cette proteine a le meme 
poids moleculaire apparent que la proteine hybride a activite chitinase decrite dans 
la demande WO 92/01792. 
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c)Mise en evidence de l'activite chitinolytique de la proteine 
recombinante 



10 



15 



20 



25 



L'activite chitinolytique des extraits bruts de proteines de feuilles de 5 plantes 
de tabac transforme par le plasmide pPH 106 (plantes n' 463, 464, 465, 468 et 469) 
et d'extrait brut de proteines de feuilles de plantes de tabac non transforme (plante 
W 38) est mesuree selon ia methode suivante : 

L'activite endochitinase de la proteine est mesuree par una methode 
radiochimique permettant d'estimer la quantite de monomeres ou d'oligomeres 
liberes par I'enzyme a partir d'un substrat (la chitine tritiee). Cette methode, decrite 
par Molano et al. (1977, Anal. Biochem., 83, 648-656), est resumee ci-apres. 

A un volume d'extrait proteique de 10 jii sont ajoutes 50 >il d'une suspension 
de chitine tritiee d'activite specifique 0.58 MBq/ml. Le volume final est ajuste a 
300 nl avec du tampon d'acetate de sodium 0,2 M de pH 5,0. Apres 90 min 
d'incubation a 30»C, la reaction d'hydrolyse de ia chitine est arretee par 100 nl 
d'acide trichloracetique a 20 %. Les tubes reactionnels sont ensuite centrifuges 
pendant 10 min a 12 000 g. Une partie aiiquote de 100 hJ du sumageant renfermant 
les oligomeres solubles de chitine est prelevee et la radioactivite correspondante est 
mesuree par scintillation liquide en presence de 5 ml de melange scintillant. On 
expnme l'activite chitinolytique specifique en dpm/jig de proteine. 

Pour les 5 plantes selectionnees sur acide oxalique, on obtient les valeurs 
suivantes : 



30 



genotype 


IW38 


463 


464 


465 


468 


469 


Activite specifique 
DPMAig prot 


95 


149 


348 


318 


301 


320 



(W 38 = tabac temoin non transforme) 

On constate sur le tableau ci-dessus que les extraits de plantes de tabac 
transforme par le plasmide pPH106 ont une activite chitinolytique significativement 
supeneure a celle de I'extrait de plantes de tabac-temoin. La selection sur acide 
oxalique permet done d'obtenir des plantes exprimant un gene d'interet en 
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I'occurence le gene hybride codant pour une proteine a activite chitinase decrit dans 
la demande de brevet WO 92/01 792. 
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LISTE DE SEQUENCES 



10 



(1) INFORMATION GENERALE: 

(i) DEPOSANT: 

(A) NOM: ELF SANOFI 

(B) RUE: 32-34 rue Marbeuf 

(C) VILLE: PARIS 

(E) PAYS: France 

(F) CODE POSTAL: 75008 

(G) TELEPHONE: 40.73. 40. 73 

(H) TELECOPIE: 40.73. 23. 84 



(A) NOM: SOCIETE NATIONALE ELF AQUITAINE 

(B) RUE: Tour Elf -002 Place de la Coupole LA DEFENSE 6 

(C) VILLE: COURBEVOIE 

(E) PAYS: France 

(F) CODE POSTAL: 92400 

20 (G) TELEPHONE: 47.44.45.46 

(ii) TITOE DE L' INVENTION: Utilisation d'une sequence d'ADN codant 

pour une proteine susceptible de degrader 1'acide oxalique & titre de 
Rene de selprum, 
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gene de selection 

(iii) NOMBRE DE SEQUENCES: 20 

(iv) FORME LISIBLE PAR ORDINATEUR: 

(A) TYPE DE SUPPORT: Floppy disk 

(B) ORDINATEUR: IBM PC compatible 

(C) SYSTEME D* EXPLOITATION: PC-DOS/MS-DOS 

(D) LOGICIEL: Patentln Release #1.0, Version #1.25 (OEB) 

(vi) DONNEES DE LA DEMANDE ANTERIEURE: 

(A) NUMERO DE DEPOT: FR 92 1^721 

(B) DATE DE DEPOT: 07-DEC-1992 
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(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 1: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 
(A) LONGUEUR: 22k acides amines 
5 (B) TYPE: acide amine 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: proteine 

10 (xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 1: 

Met Gly Tyr Ser Lys Thr Leu Val Ala Gly Leu Phe Ala Met Leu Leu 
1 5 10 15 

1 5 Leu Ala Pro Ala Val Leu Ala Thr Asp Pro Asp Pro Leu Gin Asp Phe 

20 25 30 

Cys Val Ala Asp Leu Asp Gly Lys Ala Val Ser Val Asn Gly His Thr 
35 40 z»5 

Cys Lys Pro Met Ser Glu Ala Gly Asp Asp Phe Leu Phe Ser Ser Lys 
5° 55 60 

Leu Ala Lys Ala Gly Asn Thr Ser Thr Pro Asn Gly Ser Ala Val Thr 
25 65 70 75 8o 

Glu Leu Asp Val Ala Glu Trp Pro Gly Thr Asn Thr Leu Gly Val Ser 

85 90 95 
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Met Asn Arg Val Asp Phe Ala Pro Gly Gly Thr Asn Pro Pro His He 

100 105 110 

His Pro Arg Ala Thr Glu He Gly He Val Met Lys Gly Glu Leu Leu 
H5 120 125 

Val Gly He Leu Gly Ser Leu Asp Ser Gly Asn Lys Leu Tyr Ser Arg 

1 3° 135 mo 
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Val Val Arg Ala Gly Glu Thr Phe Leu lie Pro Arg Gly Leu Met His 
^ 150 155 160 

Phe Gin Phe Asn Val Gly Lys Thr Glu Ala Ser Met Val Val Ser Phe 
5 l6 5 170 175 

Asn Ser Gin Asn Pro Gly lie Val Phe Val Pro Leu Thr Leu Phe Gly 

180 185 190 



10 



15 



Ser Asn Pro Pro He Pro Thr Pro Val Leu Thr Lys Ala Leu Arg Val 
!95 200 205 

Glu Ala Arg Val Val Glu Leu Leu Lys Ser Lys Phe Ala Ala Gly Phe 
210 215 220 



20 



(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 2: 

(i) CARACTERISTTQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 672 paires de bases 

(B) TYPE: acide nucleique 
'(C) NOMBRE DE BRINS: simple 
(D) CONFIGURATION: lin6aire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN (genomique) 
(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 2: 
ATGGGGTACT CCAAAACCCT AGTAGCTGGC GTGTTCGCAA TGCTGTTACT AGCTCCGGCC 60 

30 



25 



GTCTTGGCCA CCGACCCAGA CCCTCTCCAG GACTTCTGTG TCGCCGACCT CGACGGCAAG 



120 



GCGGTCTCGG TGAACGGGCA CACGTGCAAG CCCATGTCGG AGGCCGGCGA CGACTTCCTC 180 



35 TTCTCGTCCA AGTTGGCCAA GGCCGGCAAC ACGTCCACCC CGAACGGCTC 



CGCCGTGACG 2^10 



GAGCTCGACG TGGCCGAGTG GCCCGGTACC AACACGCTGG GTGTGTCCAT GAACCGCGTG 



300 
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GACTTTCCTC CCGGAGGCAC CAACCCACCA CACATCCACC CGCGTGCCAC CGAGATCGGC 36O 
ATCGTGATGA AAGGTGAGCT TCTCGTGGGA ATCCTTGGCA GCCTCGACTC CGGGAACAAG 420 
5 CTCTACTCGA GGGTGGTGCG CGCCGGAGAG ACGTTCCTCA TCCCACGGGG CCTCATGCAC 480 
TTCCAGTTCA ACGTCGGTAA GACCGAGGCC TCCATGGTCG TCTCCTTCAA CAGCCAGAAC 540 



10 
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CCCGGCATTG TCTTCGTGCC CCTCACGCTC TTCGGCTCCA ACCCGCCCAT CCCAACGCCG 600 
GTGCTCACCA AGGCACTCCG GGTGGAGGCC AGGGTCGTGG AACTTCTCAA GTCCAAGTTT 660 



GCCGCTGGGT TT 
15 (2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 3: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 25<4 acides ainin6s 

(B) TYPE: acide am±n6 

20 (D) CONFIGURATION: lin6aire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: proteine 



(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 3: 

Gly Gly Asp Leu Gly Ser Val He Ser Asn Ser Met Phe Asp Gin Met 
1 5 10 15 

Leu Lys His Arg Asn Glu Asn Ser Cys Gin Gly Lys Asn Asn Phe Tyr 

20 25 30 

Ser Tyr Asn Ala Phe He Thr Ala Ala Arg Ser Phe Pro Gly Phe Gly 
35 40 45 

Thr Ser Gly Asp He Asn Ala Arg Lys Arg Glu He Ala Ala Phe Phe 
5° 55 60 
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Ala Gin Thr Ser His Glu Thr Thr Gly Gly Trp Pro Ser Ala Pro Asp 
65 70 



75 



80 



Gly Pro Phe Ala Trp Gly Tyr Cys Phe Leu Arg Glu Arg Gly Asn Pro 

85 90 95 



10 



Gly Asp Tyr Cys Ser Pro Ser Ser Gin Trp Pro Cys Ala Pro Gly Arg 

100 105 110 

Lys Tyr Phe Gly Arg Gly Pro He Gin He Ser His Asn Tyr Asn Tyr 
U5 120 125 



15 



20 



25 



Gly Pro Cys Gly Arg Ala He Gly Val Asp Leu Leu Asn Asn Pro Asp 
1 3° 135 140 

Leu Val Ala Thr Asp Pro Val He Ser Phe Lys Thr Ala He Trp Phe 
»*5 150 



155 



160 



Trp Met Thr Pro Gin Ser Pro Lys Pro Ser Cys His Asp Val He He 

l6 5 170 175 

Gly Arg Trp Asn Pro Ser Ala Gly Asp Arg Ser Ala Asn Arg Leu Pro 

180 185 190 

Gly Phe Gly Val He Thr Asn He He Asn Gly Gly Leu Glu Cys Gly 
^5 200 205 



30 



35 



Arg Gly Asn Asp Asn Arg Val Gin Asp Arg He Gly Phe Tyr Arg Arg 
210 215 220 

Tyr Cys Gly He Leu Gly Val Ser Pro Gly Asp Asn Leu Asp Cys Gly 
225 2 3° 235 240 

Asn Gin Arg Ser Phe Gly Asn Gly Leu Leu Val Asp Thr Met 

2^*5 250 
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(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: I*: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 
(A) LONGUEUR: 24 acides amines 
5 (B) TYPE: acide amine 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: peptide 
10 (xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: k: 

Met Arg Arg Thr Ser Lys Leu Thr Thr Phe Ser Leu Leu Phe Ser Leu 
1 5 10 15 

15 Val Leu Leu Ser Ala Ala Leu Ala 

20 

(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 5: 

20 (i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 51 acides amines 

(B) TYPE: acide amine 

<D) CONFIGURATION: lineaire 

25 (ii) TYPE DE MOLECULE: peptide 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 5: 

Gin Asn Cys Gly Ser Gin Gly Gly Gly Lys Val Cys Ala Ser Gly Gin 

30 1 c 

5 10 15 

Cys Cys Ser Lys Phe Gly Trp Cys Gly Asn Thr Asn Asp His Cys Gly 

20 25 30 



35 



Ser Gly Asn Cys Gin Ser Gin Cys Pro Gly Gly Gly Pro Gly Pro Gly 
35 HQ /i 5 
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■ 

5 (2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 6: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 1153 paires de bases 

(B) TYPE: acide nucleique 
10 (C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lin6aire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN (genomique) 

15 (ix) CARACTERISTIQUE ADDITIONELLE: 

(A) NOM/CLE: intron 

(B) EMPLACEMENT: 443.. 521 

(ix) CARACTERISTIQUE ADDITIONELLE: 
20 (A) NOM/CLE: intron 

(B) EMPLACEMENT: 676.. 756 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 6: 
25 ATGAGGCGAA CTTCTAAATT GACTACTTTT TCTTTGCTGT TTTCTCTGGT TTTGCTGACT 
GCTGCCTTGG CACAGAATTG TGGTTCACAG GGCGGAGGCA AAGTTTGTGC GTCGGGACAA 



AGCGTCATCT CAAATTCTAT GTTTGATCAA ATGCTTAAGC ATCGTAACGA AAATTCTTGT 



GGCTTTGGTA CAAGTGGTGA TATCAATGCC CGTAAAAGGG AAATTGCTGC TTTCTTTG 



60 



120 



TGTTGCAGCA AATTCGGGTG GTGCGGTAAC ACTAATGACC AITGTGGTTC TGGCAATTGT 180 

30 

CAAAGTCAGT GTCCAGGTGG CGGCCCTGGT CCTGGTCCTG TTACTGGTGG GGACCTCGGA 240 



300 



35 CAAGGAAAGA ATAATCTCTA CAGTTACAAT GCCTCTATTA CTGCTGCTAG GTCTTTTCCT 3 60 



CC i»20 
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CAAACCTCCC ATGAAACTAC TGGTATGTGT ATAACCATTC ACATCGAACC ATTAAAATAT 480 
AATTTCATTT TATTTTATTT AGTAATTGAT TATATATGTA GGAGGATGGC CTTCCGCACC 5^0 
5 TGATGGACCA TTCGCATGGG GTTACTGTTT CCTTAGAGAA CGAGGTAACC CCGGTGACTA 600 
CTGTTCACCA AGTAGTCAAT GGCCTTGTGC ACCTGGAAGG AAATATTTCG GACGAGGCCC 660 



10 



AATCCAAATT TCACAGTAAG CTACATAAAT CTATATATGG TAAAATTTGA TGAACTTGTA 720 

GTGTCTAATT ACGTGTATIT TGACATTTCA AAACAGCAAC TACAACTATG GGCCATGTGG 780 

AAGAGCCATC GGAGTGGACC TTITAAACAA TCCTGATITA CTAGCCACAG ACCCAGTCAT 840 

15 CTCATTCAAG ACTGCTATCT GGTCTCTGGAT GACCCCTCAA TCACCAAAGC CTTCTTGCCA 900 

CGATGTCATC ATTGGAAGAT GGAACCCATC TGCCGGTGAC CGATCAGCCA ATCGTCTTCC 960 



20 



35 



TGGATTTGGT GTCATCACAA ACATCATCAA TGGGGGCCTG GAATGTGGTC GTGGCAATGA 1020 
CAATAGGGTC CAGGATCGCA TTGGGTTTTA CAGGAGGTAT TGCGGTATTC TTGGTGTTAG 1080 
TCCTGGTGAC AATCTTGATT GCGGAAACCA GAGATCTHT GGAAACGGAC TTTTAGTCGA UkO 



25 TACTATGTAA TGA 

(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 7: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 
30 (A) LONGUEUR: 389 acides amines 

(B) TYPE: acide amin§ 
(D) CONFIGURATION: lin6aire 



(ii) TYPE DE MOLECULE: prot6ine 



(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 7: 



1153 
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Gly Ser Gly Phe Ala Asn Ala Val Tyr Phe Thr Asn Trp Gly lie Tyr 
1 5 10 15 

Gly Arg Asn Phe Gin Pro Ala Asp Leu Pro Ala Ser Glu He Thr His 

20 25 30 



Val Leu Tyr Ser Phe Met Asn Val Arg Ala Asp Gly Thr He Phe 



Ser 



35 



HO 



45 



10 



Gly Asp Thr Tyr Ala Asp Tyr Glu Lys His Tyr Ala Gly Asp Ser Trp 
50 55 60 



15 



20 



Asn Asp Val Gly Thr Asn Ala Tyr Gly Cys Val Lys Gin Leu Tyr Leu 
65 70 75 80 

Leu Lys Lys Gin Asn Arg Asn Met Lys Val Met Leu Ser He Gly Gly 

85 90 95 

Trp Thr Trp Ser Thr Asn Phe Pro Ala Ala Ala Ser Ser Ala Ala Thr 

100 105 HQ 



25 



Arg Lys Thr Phe Ala Gin Ser Ala Val Gly Phe Met Lys Asp Trp Gly 



115 



120 



125 



Phe Asp Gly lie Asp lie Asp Trp Glu Tyr Pro Ala Asp 



130 



Ala Thr Gin 



135 



140 



30 



35 



Ala Gin Asn Met Val Leu Leu Leu Gin Ala Val Arg Ser Glu Leu Asp 
* 5 150 155 160 

Ser Tyr Ala Ala Gin Tyr Ala Lys Gly His His Phe Leu Leu Ser lie 

165 IJQ 



Ala Ala Pro Ala Gly Pro Asp Asn Tyr Asn Lys Leu Lys Phe 



180 



175 



Ala Glu 



185 



190 



Leu Gly Lys Val Leu Asp Tyr lie Asn Leu Met Ala Tyr Asp Tyr 



195 



Ala 



200 



205 
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10 



Gly Ser Trp Ser Asn Tyr Thr Gly His Asp Ala Asn He Tyr Ala Asn 
210 215 220 

Pro Gin Asn Pro Asn Ala Thr Pro Tyr Asn Thr Asp Asp Ala Val Gin 
225 230 235 2<10 

Ala Tyr He Asn Gly Gly Val Pro Ala Asn Lys He Val Leu Gly Met 

2^5 250 255 

Pro He Tyr Gly Arg Ser Phe Gin Gin Thr Glu Gly He Gly Lys Pro 

260 265 270 



15 



Tyr Asn Gly He Gly Ser Gly Ser Trp Glu Asn Gly He Trp Asp Tyr 
275 280 285 



20 



Lys Ala Leu Pro Lys Ala Gly Ala Thr Val Lys Cys Asp Asp Thr Ala 
290 295 300 

Lys Gly Cys Tyr Ser Tyr Asp Pro Ser Thr Lys Glu Leu He Ser Phe 
305 310 315 320 



25 



Asp Thr Pro Ala Met He Ser Thr Lys Val Ser Trp Leu Lys Gly Lys 

325 330 335 

Gly Leu Gly Gly Ser Met Phe Trp Glu Ala Ser Ala Asp Lys Lys Gly 

3^0 345 350 



30 



Ser Asp Ser Leu He Ser Thr Ser His Gin Gly Leu Gly Ser Gin Asp 

355 360 365 



35 



Ser Thr Gin Asn Tyr Leu Asp Tyr Pro Asn Ser Lys Tyr Asp Asn He 
370 375 3 8o 

Lys Lys Gly Met Asn 
385 
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(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 8: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 
(A) LONGUEUR: 22 acides amines 
5 (B) TYPE: acide amine 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: peptide 

10 (vii) SOURCE IMMEDIATE: 

(B) CLONE: signal peptide 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 8: 



15 



20 



Met Leu Ser Phe Val Lys Lys Ser lie Ala Leu Val Ala Ala Leu 
1 5 10 15 

Ala Val Thr Ala Leu Ala 

20 

(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 9: 



Gin 



(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 
(A) LONGUEUR: 12 acides amines 
25 (B) TYPE: acide amine 

(D) CONFIGURATION: liniaire 



30 



(ii) TYPE DE MOLECULE: peptide 
(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID. NO: 9: 

Thr Pro lie Ser Ser Glu Ala Cly Val Glu Lys Arg 
1 5 io 

35 (2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 10: 



(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR : H67 paires de bases 



WO 94/13790 PCT/FR93/01203 

42 

(B) TYPE: acide nucleique 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

* 

5 (ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 10: 
GGTAGTGGTT TTGCAAATGC CGTCTACTTC ACCAACTGGG GCATTTATGG CCGCAACTTC 60 

10 

CAGCCTGCCG ACCTTCCTGC CTCGGAGATT ACTCACGTAC TCTACTCCTT CATGAATGTC 120 
CGCGCAGATG GCACCATCTT TTCCGGTGAT ACCTATGCCG ACTACGAGAA GCACTACGCT 180 
15 GGTGACTCTT GGAACGATGT GGGCACGAAC GCTTACGGTT GTGTTAAGCA ACTTTATCTT 240 
CTCAAGAAGC AGAACCGCAA CATGAAGGTG ATGCTGTCGA TTGGTGGTTG GACATGGTCT 300 
ACCAACTTCC CCGCTGCCGC CAGCTCGGCT GCTACCCGAA AGACTTTTGC TCAGTCTGCT 360 

20 

GTTGGCTTCA TGAAGGACTG GGGTTTCGAC GGTATTGATA TCGACTGGGA GTACCCCGCC 1»20 
GATGCCACTC AGGCTCAGAA TATGGTTCTC TTGCTACAGG CTGTCCGCAG TGAGCTCGAC H80 
25 TCCTACGCTG CCCAGTACGC CAAGGGTCAC CACTTCCTGC TTTCAATTGC CGCCCCTGCT 5I0 
GGACCTGACA ATTATAACAA GCTGAAGTTT GCTGAGCTTG GCAAGGTTCT CGATTACATT 600 
AACCTCATGG CTTACGATTA CGCTGGATCT TGGAGCAACT ACACTGGCCA CGATGCCAAC 660 

30 

ATATACGCAA ACCCGCAGAA CCCCAACGCC ACCCCTTACA ACACGGACGA TGCTGTCCAG 720 
GCCTATATCA ACGGCGGCGT CCCTGCCAAC AAGATCGTCC TTGGTATGCC AATCTACGGC 78O 
35 CGATCCTTCC AGCAAACCGA GGGTATCGGT AAGCCTTACA ATGGTATTGG CTCTCGTAGC 810 
TGGGAGAACG GTATCTGGGA CTACAAGGCT CTCCCCAAGG CTGGTGCCAC CGTCAAGTGC 900 
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GACGATACCG CCAAGGGATG CTACAGCTAC GATCCAAGCA CTAAGGAGCT TA TTTCTTT C 960 
GATACGCCGG CTATGATCAG CACCAAAGTT AGCTGGCTCA AGGGCAAGGG CCTTGGCGGC 1020 
5 AGCATGTTCT GGGAGGCTTC TGCCGACAAG AAGGGCTCGG ACTCTCTTAt' TAGCACCAGC 1080 
CACCAAGGTC TCGGTAGCCA GGACAGCACT CAGAACTACC TCGACTACCC TAACTCCAAG HUO 



10 



20 



25 



30 



35 



TACGACAACA TCAAGAAGGG CATGAAC u6 _ 
(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 11: 



(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 
(A) LONGUEUR: 309 acides amines 
15 (B) TYPE: acide amine 

(D) CONFIGURATION : lineaire 



(ii) TYPE DE MOLECULE: proteine 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 11: 

He Gly Val Cys Tyr Gly Met Leu Gly Asn Asn Leu Pro Ser Ala Asn 
1 5 10 15 

Asp Val He Gly Leu Tyr Arg Ser Asn Asn He Lys Arg Met Arg Leu 

20 25 30 

Tyr Asp Pro Asn Gin Ala Ala Leu Glu Ala Leu Arg Asn Ser Gly He 
35 <»0 Zj5 

Glu Leu He Leu Gly Val Pro Asn Ser Asp Leu Gin Gly Leu Ala Thr 
50 55 60 

Asn Pro Asp Thr Ser Arg Gin Trp Val Gin Lys Asn Val Leu Asn Phe 
65 70 75 g 0 
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Trp Pro Ser Val Lys He Lys Tyr Val Ala Val Gly Asn Glu Val Ser 

85 90 95 

Pro Val Gly Gly Ser Ser Ser Val Ala Gin Tyr Val Leu Pro Ala He 

100 105 HO 



10 



Gin Asn Val Tyr Gin Ala He Arg Ala Gin Gly Leu His Asp Gin He 
115 120 125 

Lys Val Ser Thr Ser He Asp Met Thr Leu He Gly Asn Ser Phe Pro 
*30 135 il» 0 



15 



20 



25 



Pro Ser Gin Gly Ser Phe Arg Gly Asp Val Arg Ser Tyr Leu Asp Pro 
145 150 155 160 

He He Gly Tyr Leu Val Tyr Ala Asn Ala Pro Leu Leu Val Asn Val 

165 170 175 

Tyr Pro Tyr Phe Ser Tyr Thr Gly Asn Pro Arg Asp He Ser Leu Pro 

180 185 190 

Tyr Ala Leu Phe Thr Ala Pro Asn Val Val Val Trp Asp Gly Gin Tyr 
!95 200 205 

Gly Tyr Gin Asn Leu Phe Asp Ala Met Leu Asp Ser Val His Ala Ala 
210 215 220 



30 



35 



He Asp Asn Thr Lys lie Gly Tyr Val Glu Val Val Val Ser Glu Ser 
225 230 235 240 

Gly Trp Pro Ser Asp Gly Gly Phe Ala Ala Thr Tyr Asp Asn Ala Arg 

245 250 255 

Val Tyr Leu Asp Asn Leu Val Arg Arg Ala Asn Arg Gly Ser Pro Arg 

260 265 270 

Arg Pro Ser Lys Pro Thr Glu Thr Tyr He Phe Ala Met Phe Asp Glu 
275 280 285 
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Asn Gin Lys Asn Pro Glu lie Glu Lys His Phe Gly Leu Phe Asn Pro 
2 9° 295 300 

5 Asn Lys Gin Lys Lys 

305 

(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 12: 

1 0 (1) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 28 acides amines 

(B) TYPE: acide amine 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

15 (ii) TYPE DE MOLECULE: peptide 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 12: 

Tyr Pro Phe Gly Phe Gly Gly Lys Arg Leu Gly Lys Val Val lie Asp 

20 1 c 

1 5 io 15 

Asp Phe Asn Ala Thr Thr Ser He Lys Ser Asp Val 

20 25 

25 (2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 13: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 338 acides amines 

(B) TYPE: acide amine 

30 (D) CONFIGURATION : lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: proteine 



35 



(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 13: 

Gin lie Gly Val Cys Tyr Gly Met Leu Gly Asn Asn Leu Pro Ser Ala 
1 ? 10 15 
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Asn Asp Val He Gly Leu Tyr Arg Ser Asn Asn He Lys Arg Met Arg 

20 25 30 

Leu Tyr Asp Pro Asn Gin Ala Ala Leu Glu Ala Leu Arg Asn Ser Gly 
35 10 145 

He Glu Leu He Leu Gly Val Pro Asn Ser Asp Leu Gin Gly Leu Ala 
50 55 60 



10 



Thr Asn Pro Asp Thr Ser Arg Gin Trp Val Gin Lys Asn Val Leu Asn 
65 70 75 8o 



15 



Phe Trp Pro Ser Val Lys He Lys Tyr Val Ala Val Gly Asn Glu Val 

85 90 95 

Ser Pro Val Gly Gly Ser Ser Ser Val Ala Gin Tyr Val Leu Pro Ala 

10 0 105 HO 



20 



25 



30 



35 



He Gin Asn Val Tyr Gin Ala He Arg Ala Gin Gly Leu His Asp Gin 
H5 120 125 

He Lys Val Ser Thr Ser He Asp Met Thr Leu He Gly Asn Ser Phe 
x 30 135 140 

Pro Pro Ser Gin Gly Ser Phe Arg Gly Asp Val Arg Ser Tyr Leu Asp 
145 150 155 160 

Pro He He Gly Tyr Leu Val Tyr Ala Asn Ala Pro Leu Leu Val Asn 

l6 5 170 175 

Val Tyr Pro Tyr Phe Ser Tyr Thr Gly Asn Pro Arg Asp He Ser Leu 

180 185 190 

Pro Tyr Ala Leu Phe Thr Ala Pro Asn Val Val Val Trp Asp Gly Gin 
*95 200 205 

Tyr Gly Tyr Gin Asn Leu Phe Asp Ala Met Leu Asp Ser Val His Ala 
210 215 220 
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10 



15 



20 



Ala He Asp Asn Thr Lys He Gly Tyr Val Glu Val Val Val Ser Glu 
225 2 30 235 240 

Ser Gly Trp Pro Ser Asp Gly Gly Phe Ala Ala Thr Tyr Asp Asn Ala 

2/ »5 250 255 

Arg Val Tyr Leu Asp Asn Leu Val Arg Arg Ala Asn Arg Gly Ser Pro 

260 265 270 

Arg Arg Pro Ser Lys Pro Thr Glu Thr Tyr He Phe Ala Met Phe Asp 
2 75 280 285 

Glu Asn Gin Lys Asn Pro Glu He Glu Lys His Phe Gly Leu Phe Asn 
2 9° 295 300 

Pro Asn Lys Gin Lys Lys Tyr Pro Phe Gly Phe Gly Gly Lys Arg Leu 
305 310 315 320 

Gly Lys Val Val He Asp Asp Phe Asn Ala Thr Thr Ser He Lys Ser 

325 330 335 

Asp Val 



25 



30 



35 



(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: lH: 

(1) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 32 acides amines 

(B) TYPE: acide amine 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: peptide 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 14: 

Met Pro Ser Leu Phe Ala Arg Asn Gin Arg Phe Ser Leu Ala Thr Leu 
1 5 10 15 
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Leu Leu Leu Leu Glu Leu Leu Thr Gly Asn Leu Arg Met Ala Asp Ala 

20 25 30 

5 (2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 15: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 927 paires de bases 

(B) TYPE: acide nucl6ique 
10 (C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lin6aire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN (genomique) 
15 (xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 15: 

ATTGGTGTGT GTTATGGCAT GCTGGGCAAC AATCTACCGT CAGCAAACGA TGITATAGGT 60 

CTTTATAGAT CAAATAACAT AAAGAGAATG AGACTCTATG ATCCTAATCA AGCTGCTCTA 120 

20 

GAAGCACTTA GAAATTCTGG CATTGAACTC ATTCTTGGGG TGCCAAACTC TGACCTTCAA 180 

GGCCTTGCCA CCAATCCTGA CACTTCTCGT CAATGGGTGC AAAAAAACGT GnTGAACTTT 2*J0 

25 TGGCCTAGTG TCAAAATCAA GTACGTGGCA GTTGGAAATG AAGTGAGTCC CGTTGGAGGC ' 300 

TCTTCTTCGG TAGCCCAATA TGTTCTACCT GCCATCCAAA ATGTATACCA AGCAATAAGA 360 

GCTCAAGGCC TTCATGATCA AATCAAGGTT TCAACATCTA 7TGACATGAC CCTAATAGGA 420 

30 

AACTCTTTCC CTCCATCGCA AGGriTCCTTC AGGGGTGATG TGAGATCATA CCTAGATCCC /48O 

ATAAITGGGT ACITGGTATA TGCAAATGCA CCATTACTAG TCAATGTGTA CCCTTATTCT 5*10 

35 AGTTACACTG GTAACCCCCG TGACATATCA CTTCCCTATG CTCTTTTCAC AGCACCAAAT 600 

GTTGTGGTAT GGGATGGTCA ATATGGGTAC CAAAATTTGT TTGATGCTAT GTTGGATTCA 660 
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GTACATGCAG CCATTGATAA CACTAAGATT GGTTATGTGG AGGTTGTTGT ATCCGAGAGT 720 

GGGTGGCCAT CAGATCGAGG ATTTGCTGCC ACTTATGACA ACGCACGCGT GTACTTAGAC 780 

5 AATTTGGTTC GTCGTGCTAA TAGAGGAAGC CCAAGAAGGC CTTCGAAGCC CACTGAGACT 840 

TATATATTTG CCATGTTCGA TGAAAATCAA AAAAATCCAG AGATAGAGAA ACATTITGGG 900 



10 



20 



CTCTTCAATC CCAACAAACA AAAAAAA 



(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 16: 



(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 
(A) LONGUEUR: 751 paires de bases 
15 (B) TYPE: acide nucleique 

(C) NOMBRE DE BRINS: sinple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 



(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN (genomique) 

(vii) SOURCE IMMEDIATE: 

(B) CLONE: gf-2.8 de la genuine de ble 

(ix) CARACTERISTIQUE ADDITIONELLE: 
25 (A) NOM/CLE: CDS 

(B) EMPLACEMENT: 21.. 692 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 16: 

30 AAGCTTATTA CATAGCAAGC ATG GGG TAC TCC AAA ACC CTA GTA GCT GGC 

Met Gly Tyr Ser Lys Thr Leu Val Ala Gly 
1 5 10 

GTG TTC GCA ATG CTG TTA CTA GCT CCG CCC GTC TTG GCC ACC GAC CCA 
35 Val Phe Ala Met Leu Leu Leu Ala Pro Ala Val Leu Ala Thr Asp Pro 

15 20 25 



927 



50 



98 
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GAC CCT CTC CAG GAC TTC TGT GTC GCC GAC CTC GAC GGC AAG GCG GTC 
Asp Pro Leu Gin Asp Phe Cys Val Ala Asp Leu Asp Gly Lys Ala Val 

30 35 n 0 



me 



10 



15 



20 



TCG GTG AAC GGG CAC ACG TGC AAG CCC ATG TCG GAG GCC GGC GAC GAC 
Ser Val Asn Gly His Thr Cys Lys Pro Met Ser Glu Ala Gly Asp Asp 
"5 50 55 

TTC CTC TTC TCG TCC AAG TTG GCC AAG GCC GGC AAC ACG TCC ACC CCC 
Phe Leu Phe Ser Ser Lys Leu Ala Lys Ala Gly Asn Thr Ser Thr Pro 
60 65 70 

AAC GGC TCC GCC GTG ACG GAG CTC GAC GTG GCC GAG TGG CCC GGT ACC 
Asn Gly Ser Ala Val Thr Glu Leu Asp Val Ala Glu Trp Pro Gly Thr 
75 80 8 5 90 

AAC ACG CTG GGT GTG TCC ATG. AAC CGC GTG GAC TIT CCT CCC GGA GGC 
Asn Thr Leu Gly Val Ser Met Asn Arg Val Asp Phe Ala Pro Gly Gly 

95 100 105 

ACC AAC CCA CCA CAC ATC CAC CCG CGT GCC ACC GAG ATC GGC ATC GTG 
Thr Asn Pro Pro His He His Pro Arg Ala Thr Glu lie Gly He Val 

110 H5 120 

ATG AAA GGT GAG CTT CTC GTG GGA ATC CTT GGC AGC CTC GAC TCC GGG 
Met Lys Gly Glu Leu Leu Val Gly He Leu Gly Ser Leu Asp Ser Gly 
12 5 130 135 



AAC AAG CTC TAC TCG AGG GTC GTG CGC GCC GGA GAG ACG TTC CTC ATC 
30 Asn Lys Leu Tyr Ser Arg Val Val Arg Ala Gly Glu Thr Phe Leu He 
lli0 1^5 150 

CCA CGG GGC CTC ATG CAC TTC CAG TTC AAC GTC GGT AAG ACC GAG GCC 
Pro Arg Gly Leu Met His Phe Gin Phe Asn Val Gly Lys Thr Glu Ala 
35 155 160 i 6 5 1?0 

TCC ATC GTC GTC TCC TTC AAC AGC CAG AAC CCC GCC ATT GTC TTC GTG 
Ser Met Val Val Ser Phe Asn Ser Gin Asn Pro Gly He Val Phe Val 



25 



194 



242 



290 



338 



386 



434 



482 



530 



578 



WO 94/13790 



51 



PCT/FR93/01203 



175 180 



185 



CCC CTC ACG CTC TTC CGC TCC AAC CCG CCC ATC CCA ACQ CCG GTC CTC 
Pro Leu Thr Leu Phe Gly Ser Asn Pro Pro lie Pro Thr Pro Val Leu 
5 195 200 

ACC AAG CCA CTC CGG GTG GAG GCC AGG GTC GTG GAA CTT CTC AAG TCC 
Thr Lys Ala Leu Arg Val Glu Ala Arg Val Val Glu Leu Leu Lys Ser 
205 210 215 



10 

AAG TTT GCC CCT GGG TTT TAATTTCTAG GAGCCTTCCC TGAAATGATA 
Lys Phe Ala Ala Gly Phe 
220 

15 ATTATATAAT TCCATATATG CATGCTAGC 

(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 17: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 22k acides amines 

(B) TYPE: acide amine 
(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: proteine 
(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 17: 



20 



25 



Met Gly Tyr Ser Lys Thr Leu Val Ala Gly Val Phe Ala Met Leu Leu 

1 5 10 IK 

30 15 

Leu. Ala Pro Ala Val Leu Ala Thr Asp Pro Asp Pro Leu Gin Asp Phe 

20 25 30 

Cys Val Ala Asp Leu Asp Gly Lys Ala Val Ser Val Asn Gly His Thr 
35 35 /, 0 z, 5 

Cys Lys Pro Met Ser Glu Ala Gly Asp Asp Phe Leu Phe Ser Ser Lys 
50 55 60 



626 



674 



722 



751 



WO 94/13790 



52 



PCT/FR93/01203 



Leu Ala Lys Ala Gly Asn Thr Ser Thr Pro Asn Gly Ser Ala Val Thr 
6 5 70 75 80 

5 Glu Leu Asp Val Ala Glu Trp Pro Gly Thr Asn Thr Leu Gly Val Ser 

85 90 95 

Met Asn Arg Val Asp Phe Ala Pro Gly Gly Thr Asn Pro Pro His He 

100 105 HO 

10 

His Pro Arg Ala Thr Glu He Gly He Val Met Lys Gly Glu Leu Leu 
115 120 125 

Val Gly He Leu Gly Ser Leu Asp Ser Gly Asn Lys Leu Tyr Ser Arg 
15 -130 135 m Q 

Val Val Arg Ala Gly Glu Thr Phe Leu He Pro Arg Gly Leu Met His 
145 150 155 160 

20 Phe Gin Phe Asn Val Gly Lys Thr Glu Ala Ser Met Val Val Ser Phe 

165 170 175 

Asn Ser Gin Ash Pro Gly He Val Phe Val Pro Leu Thr Leu Phe Gly 

180 185 190 

25 

Ser Asn Pro Pro He Pro Thr Pro Val Leu Thr Lys Ala Leu Arg Val 
*95 200 205 

Glu Ala Arg Val Val Glu Leu Leu Lys Ser Lys Phe Ala Ala Gly Phe 
30 210 215 220 

(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 18: 



(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE : 

(A) LONGUEUR: 38 acides amines 

(B) TYPE: acide amine 

(D) CONFIGURATION: lineaire 
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(ii) TYPE DE MOLECULE: peptide 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 18: 

5 Thr Asp Pro Asp Pro Leu Gin Asp Phe Xaa Val Ala Asp Leu Asp Gly 

1 5 10 15 



Lys Ala Val Ser Val Asn Gly His Thr Xaa Lys Pro Met Ser Glu 



Ala 



10 



15 



20 



25 



30 



35 



20 25 

Gly Asp Asp Phe Leu Phe 
35 

(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 19: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 9 acides amines 

(B) TYPE: acide amine 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: peptide 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 19 

Ala Gly Glu Thr Phe Val He Pro Arg 
1 5 

(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 20: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 10 paires de bases 

(B) TYPE: acide nucleique 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN (genomique) 



30 
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(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 20: 



AGCTGGATCC 



10 
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10 



15 



REVENDICATIONS 

1. Utilisation d'une sequence d'ADN codant pour une proteine susceptible de 
degrader I'acide oxalique a titre d'agent de selection de cellules vegetales. 

2. Utilisation selon la revendication 1 , caracterisee en ce que ladite sequence 
d'ADN est associee a une sequence d'interet. 

3. Utilisation selon Tune des revendications 1 ou 2, caracterisee en ce que la pro- 
teine susceptible de degrader I'acide oxalique est une enzyme a activite 
oxydase. 

4. Utilisation selon la revendication 3, caracterisee en ce que I'enzyme a activite 
oxydase est ('oxalate oxydase de sequence [SEO ID N' 1] ci-apres ou une 
sequence presentant un degre d'homologie eleve avec la sequence [SEQ ID 
N* 1] ci-apres : 



Met Gly Tyr Ser Lys Thr Leu Val Ala Gly Leu Phe Ala Met Leu Leu 

on 1 5 10 » 

^0 Leu Ala Pro Ala Val Leu Ala Thr Asp Pro Asp Pro Leu Gin Asp Phe 

20 2 5 30 

Cys Val Ala Asp Leu Asp Gly Lys Ala Val Ser Val Asn Gly His Thr 
35 l»o 45 

Cys Lys Pro Met Ser Glu Ala Gly Asp Asp Phe Leu Phe Ser Ser Lys 
25 50 55 6Q 

Leu Ala Lys Ala Gly Asn Thr Ser Thr Pro Asn Gly Ser Ala Val Thr 
65 70 75 ^ 

Glu Leu Asp Val Ala Glu Trp Pro Gly Thr Asn Thr Leu Gly Val Ser 

8 5 90 95 

30 Met Asn Arg Val Asp Phe Ala Pro Gly Gly Thr Asn Pro Pro His lie 

100 105 110 

His Pro Arg Ala Thr Glu lie Gly He Val Met Lys Gly Glu Leu Leu 

n 5 120 125 

Val Gly lie Leu Gly Ser Leu Asp Ser Gly Asn Lys Leu Tyr Ser Arg 
35 J 3° 135 i 4 o 

Val Val Arg Ala Gly Glu Thr Phe Leu lie Pro Arg Gly Leu Met His 
1245 l » 155 160 
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Phe Gin Phe Asn Val Gly Lys Thr Glu Ala Ser Met Val Val Ser Phe 

165 170 175 

Asn Ser Gin Asn Pro Gly He Val Phe Val Pro Leu Thr Leu Phe Gly 

180 185 190 

5 Ser Asn Pro Pro He Pro Thr Pro Val Leu Thr Lys Ala Leu Arg Val 

195 200 205 

Glu Ala Arg Val Val Glu Leu Leu Lys Ser Lys Phe Ala Ala Gly Phe 
210 215 220 

10 5. Utilisation selon Tune des revendications 1 ou 2, caracterisee en ce que ia 
sequence d'ADN codant pour une proteine susceptible de degrader I'acide 
oxaiique est la sequence [SEQ ID N # 2] ci-apres : 



ATGGGGTACT CCAAAACCCT AGTAGCTGGC 
15 GTCTTGGCCA CCGACCCAGA CCCTCTCCAG 
GCGGTCTCGG TGAACGGGCA CACGTGCAAG 
TTCTCGTCCA AGTTGGCCAA GGCCGGCAAC 
GAGCTCGACG TGGCCGAGTG GCCCGGTACC 
GACTTTGCTC CCGGAGGCAC CAACCCACCA 
20 ATCGTGATGA AAGGTGAGCT TCTCGTGGGA 
CTCTACTCGA GGGTGGTGCG CGCCGGAGAG 
TTCCAGTTCA ACGTCGGTAA GACCGAGGCC 
CCCGGCATTG TCTTCGTGCC CCTCACGCTC 
GTGCTCACCA AGGCACTCCG GGTGGAGGCC 
25 GCCGCTGGGT TT 



CTGTTCGCAA TGCTGTTACT 


AGCTCCGGCC 


60 


GACTTCTGTG TCGCCGACCT 


CGACGGCAAG 


120 


CCCATGTCGG AGGCCGGCGA 


CGACTTCCTC 


180 


ACGTCCACCC CGAACGGCTC 


CGCCGTGACG 


240 


AACACGCTGG GTGTGTCCAT 


GAACCGCGTG 


300 


CACATCCACC CGCGTGCCAC 


CGAGATCGGC 


360 


ATCCTTGGCA GCCTCGACTC 


CGGGAACAAG 


420 


ACGTTCCTCA TCCCACGGGG 


CCTCATGCAC 


480 


TCCATGGTCG TCTCCTTCAA 


CAGCCAGAAC 


540 


TTCGGCTCCA ACCCGCCCAT 


CCCAACGCCG 


600 


AGGGTCGTGG AACTTCTCAA 


GTCCAAGTIT 


660 






672 



6. Utilisation selon Tune des revendications 1 ou 2, caracterisee en ce que la 
proteine susceptible de degrader I'acide oxaiique est une decarboxylase 

30 7. Utilisation selon Tune des revendications 2 & 4, caracterisee en ce que la se- 
quence d'interet code pour une proteine qui confere aux plantes une resistance 
aux agents pathogenes. 

8. Utilisation selon la revendication 6, caracterisee en ce que la proteine d'interet 
35 est une proteine a activite endochitinase. 

9. Precede pour selectionner sur acide oxaiique des cals ou des plantes transfor- 
ms par une sequence d'ADN codant pour une proteine susceptible de 
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degrader I'acide oxalique, caracterise en ce qui consiste a cultiver les cals ou 
les plantes sur un milieu de culture contenant de I'acide oxalique et du calcium 
en presence d'un agent chelateur ayant une affinite pour le calcium superieure 
a celle de I'acide oxalique. 

5 

10. Procede selon la revendication 9. caracterise en ce que ladite sequence d'ADN 
est associee a une sequence d'interet. 

11. Procede selon la revendication 9, caracterise en ce que les agents chelateurs 
' u sont choisis parmi I'EDTA et I'EGTA. 

12. Procede selon I'une quelconque des revendications 9 a 11 caracterise en ce 
que les cals ou les plantes appartiennent a I'une des especes Nicotlana 
ISB3£im Helianthus f»nn///,« e t Brassica na p, « 

15 
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